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La senescència d’òrgans és la darrera fase del desenvolupament, un procés
normalment associat a l’edat, complex i estrictament regulat que resulta en la 
degradació coordinada de macromolècules i la subseqüent mobilització de 
components a altres parts de la planta comportant el final de la seva vida. Mai és 
un senzill procés de degradació, sinó que representa una fase clau del 
desenvolupament tant en plantes com en animals i és tan important pel fitness de 
l’organisme sencer com ho són el creixement i la maduració dels òrgans. La 
combinació de senyals interns i externs regula la inducció i progressió de la 
senescència (Buchanan-Wollaston, 1997; Lim et al., 2007). 
Tots aquests processos de senescència d’òrgans són vitals tant pel fitness de la 
planta sencera com per la producció en cultius (Nelson, 1988; Kikuzawa & 
Lechowicz, 2011). La senescència d’òrgans ha evolucionat com un procés de 
reciclatge en què els nutrients remobilitzats són destinats a la producció de nous 
teixits fotosintètics, òrgans reproductius o maduració de fruits (Thomas & 
Howarth, 2000; Lim et al., 2007; Kikuzawa & Lechowicz, 2011). La senescència 
d’òrgans també té un paper important en la resposta a estressos abiòtics i biòtics. 
La resposta de la planta a estressos pot incloure la inducció de senescència foliar, 
adoptant estratègies tant d’adaptació, per la remobilització de nutrients a parts 
joves de la planta; com d’evitació, per la limitació de la pèrdua d’aigua per 
transpiració amb l’abscisió de la fulla o per limitar l’exposició a patògens tot 
eliminant les fulles afectades (Munné-Bosch & Alegre, 2004; Wingler & Roitsch, 
2008; Guo & Gan, 2012; Blum, 2016). 
Al seu torn, els òrgans senescents són especialment susceptibles a estressos 
biòtics i abiòtics (Lim et al., 2007; van Doorn & Woltering, 2008; Seymour et al., 
2013b). A partir del moment en què un producte fresc és separat de la planta—ja 
sigui un vegetal de fulla verda, una flor tallada o un fruit madur—, està exposat a 
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múltiples estressos durant tota la post-collita que són la causa d’importants pèrdues 
en quantitat i qualitat del producte, tant en el producte hortícola com en el mercat 
de la flor. Estressos abiòtics com la deshidratació o l’exposició a calor i fred 
causen pèrdua d’integritat de les membranes, canvis de textura, dany a les 
superfícies, pèrdua d’antioxidants, aromes i sabors (Lee & Kader, 2000; Thompson 
et al., 2002; Kader, 2005; van Doorn & Han, 2011; Ansari & Tuteja, 2015). A més, 
en ser sotmesos a aquests estressos els productes són més susceptibles als atacs 
dels patògens i conseqüents estressos biòtics (Lee & Kader, 2000; Kader, 2005). 
Sent els fruits i vegetals les principals fonts de vitamines i antioxidants a la dieta 
humana (Fitzpatrick et al., 2012), no només preocupa la longevitat i l’aspecte del 
producte fresc, sinó també el seu valor nutricional. La reducció de les pèrdues post-
collita és una important eina per maximitzar el valor de la producció actual, sense 
augmentar els impactes negatius per la societat i l’ambient de l’augment de la 
producció en origen. La intensificació i/o extensió d’un cultiu té amples 
conseqüències: consum d’aigua i fertilitzants, pèrdua de biodiversitat, canvis en 
l’ús del sòl, però també l’energia invertida en tota la cadena logística i 
l’emmagatzematge (Tilman et al., 2002; Evenson & Gollin, 2003). Entendre la 
fisiologia que determina i regula la senescència post-collita és clau per minimitzar 
aquestes pèrdues i el seu impacte. 
La senescència foliar, la senescència floral i la maduració de fruits carnosos i 
fruits dehiscents comparteixen característiques comunes a nivell fisiològic i 
bioquímic. Tots aquests processos presenten: degradació i estovament de parets 
cel·lulars, desmantellament de l’aparell fotosintètic, degradació de midó i 
clorofil·les, estimulació de la respiració, i en moltes espècies pic d’etilè i 
respiratori. A més, comparteixen molts mecanismes de regulació redox i hormonal 
que regeixen la inducció i progressió de la senescència i dels diferents processos 
implicats (Zimmermann & Zentgraf, 2005; Lim et al., 2007; Rogers, 2013; 
Seymour et al., 2013b; Gómez et al., 2014). Després de tot, aquests òrgans 
reproductors (pètals i fruits/carpels) en origen no són més que fulles molt 
modificades (Thomas et al., 2003; Kikuzawa & Lechowicz, 2011). Alguns autors 
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van un pas més enllà, i associen l’ontogènia del pas de cloroplasts a cromoplasts a 
flors i fruits madurs amb el pas de cloroplasts a gerontoplasts de la senescència 
foliar (Thomas et al., 2003). I per tant el pètal madur o el fruit madur amb la fulla 
senescent, com un procés de neotènia, en el què l’evolució ha afavorit l’aparició de 
nous òrgans amb funcions especialitzades desplaçant en la història vital de l’òrgan 
aquesta transdiferenciació pròpia de la senescència foliar. D’aquesta manera 
s’identifica la senescència d’òrgans com un procés més de diferenciació cel·lular, 
separat de la mort cel·lular programada (van Doorn & Woltering, 2008; Woltering 
& van Doorn, 2009). Els temps, la plasticitat d’aquests diferents processos i la seva 
possible regulació per factors externs són condicionats per la diferent funció vital 
dels òrgans. Mentre les fulles són l’òrgan productor d’energia i assimilador de les 
plantes; la flor té com a única funció divulgar el seu potencial reproductor i, un cop 
la pol·linització té lloc, la majoria d’òrgans florals entren ràpidament en 
senescència mentre que el carpel esdevé fruit que té com a funció suportar el 
desenvolupament de la llavor i promoure la seva propagació. 
Senescència foliar 
La fulla—com el centre energètic i assimilador d’un organisme autòtrof—és 
l’òrgan vegetal més estudiat, també en el cas de la senescència. Usualment es 
defineixen 3 fases durant la vida de la fulla. (i) Una primera fase de 
desenvolupament i creixement en què la fulla jove importa carboni i altres 
nutrients, amb una ràpida síntesi de proteïnes i altres macromolècules fins a assolir 
la màxima capacitat fotosintètica. (ii) Quan la fulla esdevé madura, es converteix 
en una font de carboni per la planta, durant la qual la taxa de renovació de 
proteïnes i altres compostos es manté majoritàriament a nivells baixos, i la 
senescència pot ser promoguda per factors ambientals. (iii) Aquest estat es manté 
fins que condicions internes promouen la inducció de la senescència 
independentment de l’ambient. En qualsevol cas, la senescència promourà la 
remobilització de nutrients cap a noves fulles, òrgans de reserva o reproductors 
(Buchanan-Wollaston, 1997; Lim et al., 2007). 
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Els canvis característics de la senescència foliar també es donen en altres 
òrgans: canvi en la relació font–embornal (source–sink) amb remobilització de 
nutrients i pèrdua d’organització sota estricta regulació hormonal, redox, i control 
gènic que condueix a la mort cel·lular programada. Tot i les diferències puntuals 
per la funció, life history traits i microambients propis de cada òrgan, el procés de 
senescència i la seva regulació presenta moltes similituds entre els diferents òrgans 
vegetals. Aquestes fases, i en gran part la seva regulació hormonal, redox i 
genètica, pot ser compartida per òrgans florals com pètals i tèpals (Thomas et al., 
2003; Rogers, 2013; Rogers & Munné-Bosch, 2016). L’extensió d’aquesta 
homologia a la maduració de fruits dehiscents i carnosos és discutida activament 
per la literatura recent (Seymour et al., 2013b; Gómez et al., 2014). 
Senescència floral 
Encara que la senescència floral comparteixi el seu origen evolutiu amb el 
model de senescència d’òrgans més estudiat—la senescència foliar—la seva 
diferent funció comporta importants diferències. Cada òrgan floral (sèpals, 
pètals/tèpals, anteres, carpels) té una funció biològica diferent i evoluciona i respon 
de forma diferent als esdeveniments que determinen la vida de la flor. Els pètals o 
tèpals són l’òrgan més estudiat com a factor limitant del valor comercial de la flor, 
i en moltes publicacions la senescència floral és reduïda a la senescència dels 
pètals (Arrom, 2012). Les fulles són autòtrofes i, en conseqüència, presenten els 
cloroplasts com a un dels principals generadors de ROS durant tota la seva vida 
incloent la senescència. En canvi, els pètals (o tèpals) són majoritàriament 
fotosintètics durant el seu desenvolupament, però normalment perden aquesta 
capacitat amb la maduresa. Mentre que a partir de la maduresa les fulles són 
sempre una font de nutrients per remobilitzar, els pètals canvien d’embornal a font 
de remobilització de nutrients amb la senescència (Rogers, 2012), un factor clau en 
la longevitat i senescència dels pètals (Thomas et al., 2003). A més, el patró de 
senescència floral i la longevitat floral són específics de cada espècie i estan 
estrictament lligats a la seva funció biològica. A causa del fet que cada òrgan floral 
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té diferent funció, aquests presenten diferents patrons de senescència i estan 
sotmesos a diferent regulació (van Doorn & Woltering, 2008; Arrom & Munné-
Bosch, 2010; Arrom & Munné-Bosch, 2012a) En el cas dels pètals el seu 
desenvolupament, maduresa, senescència i abscisió estan estrictament lligats al 
desenvolupament dels altres òrgans florals i en la majoria d’espècies a la 
pol·linització (Stead & van Doorn, 1994; van Doorn & Woltering, 2008; Rogers & 
Munné-Bosch, 2016). 
Maduració de fruits 
Els trets associats a la maduració de fruits carnosos són: (i) canvi del color a 
causa de canvis dels nivells de clorofil·la, carotenoides i/o polifenols; (ii) canvis en 
la textura del fruit deguts a canvis de turgència i l’estructura de la paret; (iii) 
importació, acumulació i modificació de sucres, àcids orgànics i compostos 
volàtils; però tots aquests canvis també comporten (iv) major sensibilitat a 
patògens oportunistes i herbívors (Adams-Phillips et al., 2004; Symons et al., 
2012; Seymour et al., 2013a; Seymour et al., 2013b). Tots ells han estat 
seleccionats evolutivament per atreure dispersors dels fruits. I també han estat 
seleccionats pels programes de millora perquè són característiques que donen valor 
al fruit per al consumidor. Com característiques organolèptiques (aspecte, aroma, 
sabor, textura) i nutricionals, que comporten demanda i valor econòmic. Així, la 
maduració de fruits no és un procés de senescència d’òrgans sensu stricto, però 
comparteix moltes característiques a nivell fisiològic i bioquímic, inclosa la 
regulació hormonal i redox. L’acumulació de sucres i productes 
d’emmagatzematge és una diferència important respecte les formes de senescència 
d’òrgans presentades abans. Considerant l’important paper regulador dels sucres i 
la seva interacció amb hormones i senyals redox durant la senescència de fulles i 
pètals, la no exportació dels sucres degradats i altres compostos ha de comportar 
diferències en la sensibilitat a aquests i el seu paper regulador (Seymour et al., 




Les fitohormones són un conjunt estructuralment divers de metabòlits naturals
amb activitat reguladora i/o senyalitzadora a nivell autocrí, paracrí i/o endocrí 
usualment presents a nivells micro- o nanomolars (Schippers et al., 2007). Els 
nivells de cada hormona i la sensibilitat a la seva percepció determinen la seva 
acció i poden ser regulats per síntesi, conjugació, degradació, transport inter- i 
intracel·lular de les mateixes hormones i els elements amb els quals interaccionen 
(Schippers et al., 2007; Piotrowska & Bajguz, 2011; Ben-Ari, 2012; Boursiac et 
al., 2013; Sun et al., 2016). Les hormones desencadenen cascades senyalitzadores 
complexes, amb intensa i extensiva interacció (cross-talk) amb senyals del 
desenvolupament, el metabolisme (e.g., disponibilitat de sucres i microelements) i 
senyals redox (i.e., estrès i dany redox), tot regulant el desenvolupament i les 
respostes a estressos (Lim et al., 2007; Schippers et al., 2007; Wingler & Roitsch, 
2008; Guo & Gan, 2012; Jibran et al., 2013; Kohli et al., 2013). Així, canvis en el 
perfil hormonal poden ser una de les primeres respostes davant un estrès o 
pertorbació, actuant com a senyal que condueixi a respostes d’evitació o tolerància 
integrades, incloent-hi parts de la planta allunyades d’aquests. La resposta de la 
planta dependrà del context de l’òrgan, teixit o cèl·lula; i del seu estat fisiològic 
(Mittler & Blumwald, 2015; Sun et al., 2016). Les hormones regulen la inducció i 
progressió de la senescència. El desenvolupament i les respostes a senyals 
ambientals són processos que modulen la senescència, i també són regulats per les 
mateixes hormones. Per tant, és difícil identificar si una hormona actua 
específicament sobre la senescència, o l’afecten indirectament alterant el programa 
de desenvolupament o la resposta a senyals ambientals (Jibran et al., 2013; Kohli 
et al., 2013). 
Respecte a la senescència foliar, els grups d’hormones s’han classificat 
tradicionalment a grans trets com a “inhibidores” (citocinines, auxines, 
gibberel·lines, poliamines); o “promotores” de la inducció i/o progressió de la 
senescència (etilè, ABA, jasmonats, àcid salicílic, brassinoesteroïdes) (Schippers et 
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al., 2007). Si apliquem aquesta classificació tant a la senescència floral com a la 
maduració de fruits carnosos trobem que tots els grups d’hormones 
mantenen l’etiqueta d’inhibidors o promotors (van Doorn & Woltering, 2008; 
van Doorn & Han, 2011; McAtee et al., 2013; Kumar et al., 2014). 
Generalment, aquesta classificació clàssica té un gran valor didàctic, però la 
realitat és més complexa i diversa (Schippers et al., 2007; Jibran et al., 2013). 
Alguns autors també observen una altra característica comuna de la 
regulació—especialment hormonal però també per altres elements reguladors—en 
tant que la senescència d’òrgans requereix primer canvis en el desenvolupament 
(age-related changes) —causa necessària però no suficient—, i només després pot 
ser induïda per estímuls hormonals i ambientals (Jing et al., 2005; Wagstaff et al., 
2005; Jibran et al., 2013; Kumar et al., 2014). Així, generalment la fulla ha 
d’assolir un cert punt del desenvolupament abans de ser sensible a estímuls externs 
o interns que indueixin la senescència, l’ovari ha de ser pol·linitzat perquè el pètal
entri en senescència, i el fruit ha de créixer i desenvolupar-se abans de poder
iniciar la maduració. En fruits climatèrics i flors sensibles a l’etilè—i en
senescència foliar—la senescència s’inicia per un pic de producció i percepció
d’etilè que comporta un augment de la taxa respiratòria. D’aquesta manera,
l’aplicació d’etilè promou la senescència de fulles, flors i fruits de moltes espècies;
i el bloqueig de la seva síntesi o percepció inhibeix la promoció de la senescència
(Aharoni, 1989; John et al., 1995; Srivastava & Handa, 2005; Wagstaff et al.,
2005; Schippers et al., 2007). Però moltes espècies o varietats presenten flors
insensibles a l’etilè i fruits no climatèrics, en els que l’etilè no té aquest rol com a
regulador clau. Encara que pot participar en alguns processos com l’abscisió en
flors insensibles a l’etilè, o en el cas dels fruits no climatèrics però sensibles a
l’etilè, on pot participar en la formació de característiques del fruit madur com
l’acumulació de pigments o l’estovament del fruit (Aharoni, 1989; Chervin et al.,
2004; Symons et al., 2012). Sense l’etilè com a inductor necessari de la
senescència o maduració, altres hormones, com l’ABA, poden prendre aquest rol.
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Àcid abscísic (ABA) 
L’ABA va ser inicialment i simultàniament descrit als anys 1960 com a 
substància promotora de l’abscisió en gemmes de cotó (“abscissin II”) (Ohkuma 
et al., 1963), i en flors i fruits de tramús groc (“yellow lupin inhibitor”) (Rothwell 
& Wain, 1964); i com a promotora de la dormició induïda per fotoperíode en 
sicòmors (“dormin”) (Cornforth et al., 1965). La recerca en l’ABA s’estengué 
ràpidament a mesura que es descobrí com no només regulava uns pocs processos 
de desenvolupament sinó que també era clau en la senyalització i resposta a molts 
estressos abiòtics i biòtics (Dörffling, 2015). Una idea de la magnitud dels recursos 
i esforços invertits avui en dia: 5000 publicacions fan referència a ABA i 
Arabidopsis en el període 2003-2013, representant un 8% de totes les publicacions 
en Arabidopsis. Un volum només comparable a la recerca en auxines (Finkelstein, 
2013). Finkelstein (2013) recentment recopilà una llista extensiva i força 
exhaustiva de processos del creixement, desenvolupament i estressos ambientals en 
què intervé l’ABA en plantes: “maduració d’embrions, dormició de llavors, 
germinació, divisió cel·lular i elongació, inducció floral, (…) senescència foliar, 
senescència floral, maduració de fruits, rizogènesis, (…) i resposta a estressos 
ambientals com sequera, salinitat, fred, atac per patògens i radiació ultraviolada, 
(…) estrès tèrmic, estrès fotooxidatiu, hipòxia i metalls pesants”. Així, l’ABA i el 
seu paper regulador és ubic en el desenvolupament i respostes a l’ambient de les 
plantes, però també té un paper regulador en alguns fongs fitopatògens, bacteris i 
animals—des d’esponges a humans (Nambara & Marion-Poll, 2005; Tossi et al., 
2012). En particular, en mamífers està involucrat en la regulació de respostes 
inflamatòries i en la resposta a alguns estressos abiòtics, com l’exposició a UV 
(Nambara & Marion-Poll, 2005; Tossi et al., 2012). 
Els nivells locals d’ABA són el resultat del balanç entre biosíntesi i inactivació 
per oxidació o conjugació, modificats per compartimentació i transport (Boursiac 
et al., 2013). L’ABA és un sesquiterpenoid provinent de la via del metileritritol 4-
fosfat (MEP), amb geranilgeranil difosfat, fitoè, beta-carotè i zeaxantina com a 
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Fig. 1. Vies de biosíntesi, degradació i conjugació de l’ABA. Només els enzims que codifiquen els
principals punts de regulació són representats, i s’indica si tenen l’ascorbat com a cofactor (VitC). A més
VDE (violaxantina deepoxidasa) i ZEP (zeaxantina deepoxidasa) conformen el cicle de les xantofil·les, un
dels principals mecanismes dissipadors d'excés d’energia als cloroplasts. L’ABA glucòsil ester (ABA-Glc )
és sintetitzat per ABA-glucosil-transferases (UGTs), pot ser acumulat al vacúol i l’apoplast, i pot ser
ràpidament hidrolitzat per acció de ȕ-glucosidases (BG) a vacúols i reticle endoplasmàtic. En gris, alguns
compostos amb precursors comuns, sent el ȕ-carotè el principal provitàmer de la vitamina A. NCED, 9-cis-
epoxicarotenoide dioxigenasa.
precursors claus (Fig. 1). Aquests diterpens i carotenoides, per si mateixos i com a 
precursors de molts altres compostos (Fig. 1), presenten funcions rellevants que 
també han de ser estrictament regulades i per tant el seu metabolisme està altament 
regulat. Per exemple, el pool de beta-carotè està estrictament regulat i només una 
petita porció és metabolitzada a zeaxantina (DellaPenna & Pogson, 2006; Giuliano 
et al., 2008). Així, per mitjà de la zeaxantina deepoxidasa (constituent del cicle de 
les xantofil·les), s’obté violaxantina. A partir d’aquesta, per una sèrie de reaccions 
ja exclusives, s’obté l’ABA. El principal punt de regulació de la seva biosíntesi es 
troba en la NCED (9-cis-epoxicarotenoid dioxigenasa); transcripcionalment 
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sensible al desenvolupament, l’ambient i cicles diaris (Nambara & Marion-Poll, 
2005; Ji et al., 2014).  
L’ABA és un àcid feble (pKa=4.8), i per tant, es troba majorment sense càrrega 
a l’ambient lleugerament acídic de l’apoplast, podent travessar fàcilment les 
membranes per entrar a la cèl·lula. Així, la distribució de l’ABA en la cèl·lula 
vegetal segueix el concepte de trampa aniònica (anion trap, que també s’aplica al 
transport polar d’auxines), on és redistribuït entre compartiments en funció de les 
diferències de pH i l’activitat de transportadors d’ABA, que varien en diferents 
condicions fisiològiques i són estrictament regulats (Boursiac et al., 2013; Park et 
al., 2016). A més, l’ABA pot ser conjugat a sucres com a forma 
d’emmagatzematge de ràpid alliberament o transport (López-Carbonell et al., 
2009; Piotrowska & Bajguz, 2011); o metabolitzat per oxidació per ABA 8’-
hidroxilases de la família CYP707A (Saito et al., 2004; Ji et al., 2014). El 
catabolisme juga un paper tan important en la regulació dels nivells d’ABA que—
almenys en Arabidopsis—els mutants deficients en CYP707As acumulen més 
ABA que les línies sobreexpressores d’enzims de biosíntesi d’ABA (Finkelstein, 
2013). Tant en processos de desenvolupament com en resposta a estressos els dos 
principals punts de regulació dels nivells d’ABA són el punt limitant de la seva 
síntesi (NCEDs) i les CYP707As responsables de la seva degradació; i el principal 
mecanisme de regulació d’aquestes és el transcripcional (Saito et al., 2004; 
Finkelstein, 2013). Al seu torn, canvis en els nivells d’ABA estan associats a grans 
canvis en els patrons d’expressió gènica, resultant en importants respostes 
d’adaptació fisiològiques i metabòliques. Més de 200 loci regulen les respostes per 
ABA i milers de gens són regulats per ABA en diversos contexts (Finkelstein, 
2013). 
Aquests efectes depenen de la concentració d’ABA i la sensibilitat a aquest. En 
la darrera dècada s’han produït importants descobriments que estan canviant el 
paradigma del rol de l’ABA, incloent-hi la descripció funcional de múltiples 
classes de receptors, transportadors, enzims de metabolització i moduladors i 
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efectors de la resposta a ABA (Ben-Ari, 2012; Boursiac et al., 2013; Park et al., 
2015; Sun et al., 2016). És sabut que diversos estressos promouen l’acumulació 
d’ABA, en aquests casos s’ha identificat 1-10% del transcriptoma d’Arabidopsis 
com a responsiu a ABA (Finkelstein, 2013), però només uns pocs d’aquests són 
comuns a tots aquests estressos (Guo & Gan, 2012; Gläßer et al., 2014). A més la 
senyalització i les respostes per ABA presenten una elevada regulació post-
transcripcional i post-traduccionals (Boursiac et al., 2013; Yu et al., 2016; Yang et 
al., 2017). 
Tres classes de receptors d’ABA a plantes han estat proposats. GTPases amb 
homologia amb receptors acoblats a proteïnes G a la membrana plasmàtica, la 
subunitat H de la Mg2+ quelatasa (CHLH) als plastidis, i el conjunt de receptors 
solubles PYR/PYL/RCAR al citoplasma i nucli (Cutler et al., 2010; Wang & 
Zhang, 2014). Aquesta darrera família de receptors PYR/PYL/RCAR (resistent a 
pirabactina/PYR-like/component regulador del receptor d’ABA, per les seves 
sigles en anglès) i la senyalització que regulen va ser descrita només a partir del 
2009 (Park et al., 2009). 14 membres (en Arabidopsis) s’uneixen a l’ABA amb 
diferents afinitats i interaccionen amb diferent PP2Cs i SnRK2s (fosfatasa de 
proteïnes 2C i quinases de proteïnes relacionades amb SNF1), que al seu torn 
actuen sobre nombrosos reguladors i efectors involucrats en la resposta a l’ABA 
(Cutler et al., 2010). Els dos primers possibles receptors acumulen resultats que 
són encara controvertits, encara que en cas de la CHLH hi ha evidència de com la 
seva interacció directa amb ABA promou la translocació de factors de transcripció 
citosòlics WRKY que transdueixen el senyal (Tsuzuki et al., 2011; Du et al., 
2012). Molts mutants amb la resposta a ABA alterada presenten nivells d’ABA 
alterats, suggerint que el metabolisme d’ABA està sotmès a regulació per 
retroalimentació. Així, alguns gens que regulen el metabolisme de l’ABA estan 
regulats per ABA, a més de ser regulats per senyals ambientals, altres hormones, 
programes del desenvolupament i ritmes circadians (Seung et al., 2012).  
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Aquest sistema redundant i complex ha dificultat la identificació dels elements 
que intervenen en la seva senyalització per mètodes genètics clàssics. 
Aproximacions farmacològiques van servir per identificar el primer dels receptors 
PYR/PYL/RCAR i començar a desentrellar la xarxa principal de senyalització que 
desencadenen (Cutler et al., 2010). Així s’identificà simultàniament la família del 
receptor PYR i la pirabactina (pyr, pyrabactin), un agonista i antagonista parcial de 
l’ABA que per no ser fotosensible presenta un gran potencial agronòmic (Park et 
al., 2009; Park et al., 2015). 
L’àcid abscísic està involucrat en diversos processos del desenvolupament i és 
clau en la resposta a estressos i la seva interacció. L’efecte de l’ABA en la 
senescència d’òrgans i la maduració de fruits va canviant durant la inducció i 
progressió de la senescència (Setha, 2012; Jibran et al., 2013; Kumar et al., 2014). 
A més l’ABA és essencial per integrar senyals biòtics i abiòtics de l’ambient per 
regular la inducció i progressió de la senescència (Jibran et al., 2013; Nakashima & 
Yamaguchi-Shinozaki, 2013). 
Melatonina (MT) 
La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) és una molècula amb funcions de 
regulació fisiològica i cel·lular en diferents regnes de la vida. Primer va ser 
descrita la seva acció com a neurohormona en vertebrats als anys 50 (Lerner et al., 
1958), i la literatura ha recollit la successiva descripció de nombroses funcions 
reguladores en animals: regulació del comportament, cicles circadians, fisiologia 
reproductora estacional, regulació immunològica (Reiter et al., 2010; Hardeland et 
al., 2012; Carrillo-Vico et al., 2013; Mauriz et al., 2013). Només l’any 1995 va ser 
descrita la seva presència en plantes (Dubbels et al., 1995; Hattori et al., 1995), 
sent les seves funcions a nivell fisiològic, cel·lular, metabòlic i molecular 
activament explorades als darrers anys (Arnao & Hernández-Ruiz, 2014; Arnao & 
Hernández-Ruiz, 2015; Reiter et al., 2015). 
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La melatonina prové del metabolisme dels aminoàcids aromàtics amb el 
triptòfan com a precursor (Korasick et al., 2013). En plantes, la seva ruta 
biosintètica (Fig. 2) només ha estat recentment caracteritzada i confirmada 
bioquímicament—mitjançant expressió heteròloga de gens putatius i assajos 
enzimàtics—a Oryza sativa i parcialment a Arabidopsis (Kang et al., 2007; 
Fujiwara et al., 2010; Kang et al., 2011; Kang et al., 2013; Byeon & Back, 2015; 
Byeon et al., 2015). El primer pas, la transformació de triptòfan a triptamina, és 
catalitzat per una triptòfan decarboxilasa (TDC) (Kang et al., 2007), compartit per 
les rutes de síntesi d’àcid indolacètic, alcaloides indòlics, serotonina i melatonina. 
El següent pas és catalitzat per un citocrom P450 que transforma la triptamina a 
serotonina (T5H, triptòfan 5-hidroxilasa), per una nova ruta per la síntesi de 
serotonina i melatonina, independent de les descrites en animals i procariotes 
(Fujiwara et al., 2010). El pas de serotonina a N-acetilserotonina, catalitzat per una 
arilalquilamina N-transferasa, és el primer pas exclusiu de la síntesi de melatonina. 
Aquest és catalitzat per la SNAT (serotonina N-acetiltransferasa) (Kang et al., 
Fig. 2. Vies de síntesi i degradació de melatonina. La melatonina també pot reaccionar directament amb
radicals hidroxil (•OH) o amb citocroms P450 monooxigenases (CYPs, que inclou les M2H), presentant
formes hidroxilades en diferents posicions, sent 2-hidroximelatonina la més rellevant en plantes, tot i que la
rellevància d’aquestes vies de degradació en plantes ha estat poc estudiada. El radical melatonil oxidat per
•OH, pot ser oxidat al seu torn per radicals superòxid per generar AFMK. Un producte d’oxidació generat
per diferents vies enzimàtiques i no enzimàtiques especialment rellevant en animals que també presenta
funcions reguladores. TDC, triptofà decarboxilasa; T5H, triptofà 5-hidroxilasa; SNAT serotonina N-
acetiltransferasa; COMT àcid cafèic O-metiltransferasa; M2H, melatonina 2-hidroxilasa.
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2011; Kang et al., 2013), i hi ha evidències de que representa el pas limitant en la 
transformació de serotonina en melatonina (Hardeland, 2015). La literatura 
tradicionalment recull la ASMT (N-acetilserotonina metiltransferasa) com el darrer 
enzim de la ruta de síntesi de melatonina, però recentment una ruta alternativa ha 
estat proposada (Byeon & Back, 2015; Hardeland, 2015). Les ASMT descrites en 
plantes presenten molt baixa activitat catalítica, les diferents isoformes 
identificades només s’expressen en uns pocs teixits (mentre la melatonina és força 
ubic, encara que a concentracions molt diverses) i la seva sobreexpressió només 
representa guanys marginals en el contingut de melatonina, inclús amb l’aplicació 
exògena d’elevades concentracions del precursor immediat (Byeon et al., 2015). 
Així, recentment es proposà un altre candidat. La COMT (àcid cafèic O-
metiltranferasa), un gen multifuncional amb diferents fenilpropanoïdes com a 
substrat, capaç de catalitzar el pas de N-acetilserotonina a melatonina. La seva 
sobreexpressió causa l’acumulació de melatonina i és induïble per diferents 
estressos (Byeon et al., 2015). Finalment, la melatonina és degradada per la seva 
acció scavenger de radicals d’oxigen i nitrogen, i enzimàticament per mitjà de 
diverses 2-ODD (dioxigenases dependents de 2-oxoglutarat) amb activitat 
melatonina 2-hidroxilasa (M2H), recentment identificades a Oryza sativa (Byeon 
& Back, 2015). 
La melatonina és un compost amfipàtic, i per tant, és capaç de travessar 
fàcilment membranes cel·lulars i entrar a diferents compartiments subcel·lulars 
(Shida et al., 1994). Així, a més de la síntesi in vivo, les plantes també poden 
absorbir melatonina exògena i acumular-la als seus òrgans. En funció de la 
concentració, el procés estudiat, l’espècie i el seu estat fisiològic, els efectes de 
melatonina aplicada exògenament varien des de no representar efectes, a 
augmentar la tolerància a l’estrès, fins a presentar toxicitat (Reiter et al., 2015). En 
plantes, la literatura acumula evidències de les seves funcions en la percepció i/o 
resposta a estressos abiòtics, com a promotor del desenvolupament (especialment 
associat a regulació del creixement i rizogènesis) i la regulació per ritmes 
circadians; però també en la resposta a estressos abiòtics, desenvolupament de 
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fruits i senescència foliar (Arnao & Hernández-Ruiz, 2015; Hardeland, 2015; 
Reiter et al., 2015; Zhang et al., 2015b). Encara que en els darrers anys diversos 
estudis suggereixen la seva participació en processos de senescència i resposta a 
estressos, la seva possible implicació en la senescència floral no ha estat descrita. 
En processos de senescència foliar, el tractament amb diferents concentracions de 
melatonina altera les vies de senyalització de diferents hormones (auxines, ABA, 
àcid salicílic, etilè i jasmonats) (Weeda et al., 2014) i sistemes antioxidants 
enzimàtics i no enzimàtics (Wang et al., 2012; Liang et al., 2015), resultant en un 
retard dels signes visibles i dels marcadors bioquímics i moleculars de la 
senescència. A més, la melatonina ha estat caracteritzada in vivo com un potent 
antioxidant d’espècies reactives d’oxigen i espècies reactives de nitrogen (Tan et 
al., 1993; Reiter et al., 2001; Galano et al., 2011). La melatonina retarda la 
inducció i progressió de senescència foliar induïda per l’edat, sequera o foscor 
(Wang et al., 2012; Wang et al., 2013a; Wang et al., 2013b; Wang et al., 2014; 
Wang et al., 2015; Zhang et al., 2016). Aquest retard en la senescència ha estat 
associat a l’increment de l’expressió i activitat de mecanismes antioxidants 
enzimàtics, retardant la degradació de clorofil·les i mantenint la capacitat 
fotosintètica. Un altre efecte de l’aplicació de melatonina és la protecció de les 
membranes cel·lulars, sent capaç d’evitar la disrupció de membranes associada a 
estrès per fred o sequera (Zhang et al., 2015b). A més, hi ha evidències de què 
almenys en condicions de sequera, la melatonina pot regular el metabolisme 
d’ABA a nivell transcripcional, promovent la seva degradació i inhibint la seva 
síntesi, tot reduint el contingut d’ABA (Li et al., 2015). 
3. Regulació redox
L’any 1956 Harman ja va postular la correlació entre la formació de radicals
lliures i l’envelliment en la “teoria de l’envelliment pels radicals lliures“ (Harman, 
1956). Durant la senescència augmenta la producció de radicals lliures, i pel seu 
caràcter tòxic se suposa que la seva acumulació pot causar els processos de 
senescència i de degradació associats a aquesta. Com a organismes aerobis que 
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generen quantitats importants d’oxigen acausa del seu metabolisme energètic, i 
amb nombroses cadenes de transport d’electrons altament susceptibles als canvis 
de l’ambient, les plantes generen una gran quantitat d’espècies reactives 
(especialment espècies reactives d’oxigen, ROS) i presenten importants 
mecanismes antioxidants per modular aquest risc. 
Les reaccions redox estan al centre del metabolisme energètic, anabolisme i 
catabolisme. Qualsevol pertorbació d’aquests per estressos ambientals o senyals 
del desenvolupament pot causar un augment de l’estrès oxidatiu i l’acumulació de 
d’espècies reactives d’oxigen, nitrogen i sofre. En els punts més sensibles a aquest 
augment, com ho són els fotosistemes i les cadenes de transport d’electrons de 
plastidis i mitocòndries, hi ha una acumulació de mecanismes antioxidants 
enzimàtics i no enzimàtics parcialment redundants. És important modular la 
producció i els nivells de ROS, perquè canvis en la seva concentració són signes de 
desordres fisiològics. Les ROS poden sent percebudes directament (Fischer et al., 
2007; Slesak et al., 2007; Petrov & Van Breusegem, 2012), o per la seva acció 
oxidant sobre els mateixos antioxidants o sobre altres compostos especialment 
sensibles. Amb aquest paper destaquen proteïnes amb ponts disulfur sensibles a 
estat redox, lípids poliinsaturats (PUFA) i parelles redox solubles (nucleòtids 
nicotinamida, ascorbat, glutatió) (Farmer & Mueller, 2013; Jones & Sies, 2015; 
Foyer & Noctor, 2016). No només els nivells de ROS i antioxidants són rellevants, 
també la seva distribució i estat redox als diferents orgànuls i microcompartiments, 
contribuint a l’organització en el temps i l’espai en processos de diferenciació 
cel·lular, desenvolupament i adaptació a l’ambient (Mittler et al., 2011; Baxter et 
al., 2014; Jones & Sies, 2015). Les parelles redox solubles lliguen el metabolisme 
energètic, anabolisme i catabolisme de cada compartiment amb respostes de 
defensa a patògens i control de l’estat redox dels grups tiol/disulfur reguladors de 
moltes proteïnes (Noctor, 2006; Foyer & Noctor, 2011). Constituint punts 
d’integració i percepció de les alteracions d’aquests per factors ambientals i 
endògens a totes les escales d’organització, del microcompartiment a l’òrgan 
(Sattler et al., 2006; Foyer & Noctor, 2011; Farmer & Mueller, 2013; Munné-
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Bosch et al., 2013; Baxter et al., 2014; Sevilla et al., 2015; Foyer & Noctor, 2016). 
Així ha d’existir un balanç entre la ràpida detoxificació de ROS, i els possibles 
productes oxidats, i el fet de permetre l’assoliment de concentracions necessàries 
per iniciar la senyalització. El control de la generació de ROS és important i 
representa un balanç complicat per la planta. Mentre de forma directa o indirecta 
poden actuar com a senyal d’un canvi ambiental per desencadenar respostes 
d’evitació i adaptació per tolerar un possible estrès, la generació localitzada de 
ROS també és necessària per respondre i controlar estressos biòtics. Una capacitat 
antioxidant excessiva és un avantatge a l’hora d’afrontar un tipus d’estrès però pot 
debilitar la resposta de la planta davant l’altre (Demmig-Adams et al., 2013; 
Bostock et al., 2014; Demmig-Adams et al., 2014). 
De forma general els nivells de ROS, estrès oxidatiu, i finalment dany oxidatiu 
augmenten amb la progressió de la senescència d’òrgans a mesura que l’òrgan 
pateix diferents canvis metabòlics i fisiològics. Quan l’estrès oxidatiu supera un 
cert llindar, els mecanismes detoxificadors ja no són capaços de mitigar-ho 
completament i el dany oxidatiu comença. Els productes d’oxidació actuen en 
molts casos com a missatgers que modulen la progressió de la senescència. A 
mesura que el dany oxidatiu s’acumula i propaga, pot arribar a causar directament 
dany cel·lular i fuga d’electròlits, manifestant-se en l’estovament del fruit o pèrdua 
de textura dels productes frescos (via peroxidació lipídica i dany a les membranes), 
o indirectament promoure vies metabòliques que acceleren els darrers estadis de
senescència i, en el cas dels fruits, la sobremaduració (Zhang et al., 2015c). Per
altra banda, els òrgans senescents a la planta o com a producte fresc post-collita
són especialment vulnerables a l’estrès oxidatiu associat a estressos biòtics i
abiòtics (Kader, 2005; Kikuzawa & Lechowicz, 2011; Juvany et al., 2013), però a
la vegada en condicions molt controlades aquests estressos poden ser emprats per




Diverses hormones produeixen ROS com a missatgers secundaris en les 
cascades de senyalització que integren la senyalització de canvis en els continguts 
locals d’hormones i/o la sensibilitat a aquestes. La capacitat tamponadora redox, 
que en gran part està determinada per l’abundància d’ascorbat als diferents 
compartiments, modula aquest senyal i les interaccions entre senyals de diferents 
hormones (Bartoli et al., 2013; Kohli et al., 2013). Altres antioxidants com 
glutatió, glutaredoxines, tioredoxines i peroxidases també participen en la 
integració de senyals hormonals i redox (Foyer & Noctor, 2011; Sevilla et al., 
2015; Dietz, 2016). La interacció entre aquests dos importants sistemes de 
senyalització permet optimitzar la productivitat en condicions permissives, i tenir 
la capacitat de respondre a condicions difícils; tot regulant processos de 
creixement, desenvolupament, reproducció, mort cel·lular programada i respostes 
d’evitació i adaptació davant l’estrès (Bartoli et al., 2013; Xia et al., 2015). Aquest 
complex regulador també integra i modula altres mecanismes de senyalització i 
reguladors com llum, sucres (van Doorn & Woltering, 2008; Wingler & Roitsch, 
2008; Gläßer et al., 2014), i ritmes circadians (Lai et al., 2012). 
4. Regulació dels nivells de vitamines antioxidants
Les vitamines són un conjunt de compostos orgànics essencials per la dieta
humana, sent verdures i fruits la major font de vitamines a la majoria de dietes 
(Combs, 2012; Fitzpatrick et al., 2012). D’aquesta manera, el terme vitamina és 
definit basat en requeriments humans, destacant que la pèrdua evolutiva de la 
capacitat per sintetitzar aquests compostos de novo causa aquest requeriment en la 
dieta d’aquests o els seus precursors immediats per mantenir una bona salut i un 
desenvolupament correcte (Combs, 2012). Però això no les fa menys essencials en 
el desenvolupament i metabolisme de les plantes com a cofactors, cosubstrat o per 
mecanismes no enzimàtics (Rébeillé et al., 2007; Hanson et al., 2016). Per 
exemple, moltes vitamines tenen directament un rol antioxidant o actuen com a 
cofactors o cosubstrat en reaccions redox (Asensi-Fabado & Munné-Bosch, 2010). 
Des d’un punt de vista purament químic, un antioxidant no és més que un compost 
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que preveu o retarda l’oxidació d’un altre compost. Biològicament, la definició 
d’antioxidant considera la seva capacitat per oxidar-se, tot protegint altres substrats 
més vitals i especialment sensibles (lípids poliinsaturats, proteïnes, ADN) amb 
baixes concentracions, i la presència de mecanismes de reciclatge (Bast & Haenen, 
2013). A la vegada, aquestes característiques fisicoquímiques les fan làbils a 
temperatura, llum, agents oxidants, humitat i canvis de pH (Fitzpatrick et al., 
2012). In vivo aquestes condicions poden ser més o menys rellevants, però es a 
partir de la collita que aquesta labilitat causa grans pèrdues de valor nutricional i 
capacitat antioxidant, impactant la longevitat i valor del producte (Lee & Kader, 
2000; Fitzpatrick et al., 2012). A causa de la rellevància de les vitamines 
antioxidants en la salut i el seu caràcter làbil, l’estudi de la seva producció i les 
pèrdues que es produeixen en tots els estadis de la producció des de la planta fins a 
l’emmagatzemament, distribució i cuinat és especialment rellevant. Els continguts 
de vitamines acumulats en el punt de partida són el primer punt, en molts casos 
pels estressos abiòtics i biòtics propis de la post-collita gairebé sempre només se’n 
pot reduir el seu contingut (Lee & Kader, 2000; Kader, 2005), encara que la 
manipulació controlada de les condicions ambientals és capaç d’augmentar els 
nivells de compostos d’interès organolèptic o nutricèutic després de la collita 
(Cisneros-Zevallos, 2003). D’aquí la rellevància d’entendre la seva fisiologia i la 
seva regulació per factors interns i externs. Així com l’impacte de les pràctiques de 
maneig i els programes de millora vegetal per augmentar el contingut de vitamines 
(biofortificació), podent no només millorar la nutrició humana, sinó també la 
resistència a l’estrès de la planta i del producte fresc (Fitzpatrick et al., 2012; 
Hanson et al., 2016). 
Així, la vida comercial del producte fresc—hortalissa, flor tallada o fruit—és 
afectada pel contingut d’antioxidants total. En el cas de flor o fruit la senescència 
d’òrgans és el final de la seva comercial, però el cas del fruit és diferent. Un cop 
madur pot esdevenir la sobremaduració. En fruits amb reduïda capacitat 
antioxidant, les ROS s’acumulen ràpidament després de l’inici de la maduració 
(verolament, onset of fruit ripening) i la sobremaduració té lloc acceleradament 
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(Mondal et al., 2004). En canvi, fruits amb major capacitat antioxidant o amb 
aplicacions post-collita d’antioxidants, moderen o retarden el dany oxidatiu i per 
tant moderen i/o retarden la conseqüent sobremaduració (Zhang et al., 2015c). Però 
més que la capacitat antioxidant total, només els nivells d’alguns antioxidants són 
eficaços davant l’increment de la sensibilitat a patògens oportunistes del fruit 
madur (Zhang et al., 2015c). 
Vitamina C – ascorbat 
L’àcid L-ascòrbic (vitamina C) és un compost multifuncional i ubic, amb 
funcions antioxidants, que actua com a cofactor enzimàtic i precursor d’oxalat i 
tartrat. Representa un dels metabòlits més abundants els teixits vegetals. Per 
exemple, en fulles verdes representa el 10% dels carbohidrats solubles (Smirnoff & 
Wheeler, 2000), però pot assolir concentracions encara més elevades en òrgans 
embornals com fruits, flors o tubercles (Fitzpatrick et al., 2012). Tot i la seva 
rellevància, no va ser fins l’any 1998 que la via síntesi principal en plantes va ser 
descrita (Wheeler et al., 1998), però els darrers elements d’aquesta només han estat 
identificats més recentment (Linster & Clarke, 2008). La glucosa és el substrat 
primari d’aquesta via, que per una sèrie de reaccions compartides amb la formació 
de sucres de la paret es transforma en GDP-L-galactosa (Fig. 3). Així, aquesta via 
és denominada de la L-galactosa o de Smirnoff-Wheeler (pels seus principals 
contribuïdors). A partir d’aquest punt, els principals punts reguladors són la GDP-
L-galactosa fosforilasa (GGP, VTC2/VTC5), localitzada tant al citosol com al 
nucli; i el pas final per la L-galactolactona deshidrogenasa (GLDH), localitzat a la 
mitocòndria (Wheeler et al., 1998; Linster & Clarke, 2008). Plantes modificades 
genèticament sense GGP o GLDH no són viables, provant el rol vital d’aquesta via 
de síntesi de vitamina C i de la mateixa vitamina C en la planta (Bartoli et al., 
2016). No obstant això, altres precursors poden contribuir a la síntesi d’àcid 
ascòrbic. L’àcid D-galacturònic provinent de la degradació de la pectina de les 
parets cel·lulars és transformat a través d’unes poques reaccions en àcid ascòrbic; 
sent rellevant aquesta via en els darrers estadis de la maduració de fruits (Badejo et 
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al., 2012). Tot i això, aquestes dues vies convergeixen en la darrera reacció 
catalitzada per la L-GalLDH. A més, productes de l’oxidació de mio-inositol i la 
GDP-L-gulosa han estat proposats com a precursors d’àcid ascòrbic per vies 
independents a aquestes dos, però la seva contribució en plantes sembla molt 
menor (Bartoli et al., 2016).  
Considerant les importants funcions redox de l’àcid ascòrbic el reciclatge de 
les formes oxidades resulta clau per mantenir la seva funció (Fig. 4). L’àcid 
ascòrbic pot ser oxidat a monodehidroascorbat i deshidroascorbat (MDHA i DHA) 
per diverses vies (Fig. 4): per scavenging directe d’algunes ROS, per scavenging 
d’algunes ROS mitjançat per enzims (com l’ascorbat peroxidasa, APX), 
enzimàticament acoblat a la reducció d’oxigen (ascorbat oxidasa, AO), regenerant 
altres compostos oxidats (com l’Į-tocoferol), o sent consumit per generar oxalat o 
tartrat (Smirnoff & Wheeler, 2000; Debolt et al., 2007; Foyer & Noctor, 2011; 
Balestrini et al., 2012). MDHA i DHA poden ser reciclats essent reduïts a àcid 
ascòrbic enzimàticament per mitjà de les reductases de MDHA i DHA (MDHAR, 
DHAR) amb poder reductor de NADPH o de glutatió. Als cloroplasts pot ser 
Fig. 3. Rutes biosintètiques de l’àcid ascòrbic en plantes. La principal via de la L-Galactosa es troba
destacada (línia continua), designant intermediaris i els enzims coneguts pel nom del gen que les codifica en
Arabidopsis. Vies alternatives estan marcades per fletxes discontínues i només el principal intermediari que
dóna nom a cada via és indicat. GME, GDP-D-Manosa epimerasa; L-GalDH, L-Galactosa deshidrogenasa;
GLDH, L-Galactono-1,4-lactona deshidrogenasa. Totes les reaccions tenen lloc al citosol amb l’excepció del
darrer pas catalitzat per la GLDH localitzat a la mitocòndria. 
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regenerat amb electrons fotosintètics per plastoquinona o ferredoxina (Asada, 
2006; Foyer & Noctor, 2011). Tots aquests elements oxidants i antioxidants 
contribueixen a senyalització redox retrograda i dins del cloroplast (Pfannschmidt, 
2010; Baxter et al., 2014; Miret & Munné-Bosch, 2015), i a la regulació de 
l’eficiència fotosintètica i la regulació d’aquesta pel cicle aigua-aigua (Asada, 
1999). Finalment si el deshidroascorbat s’acumula, és degradat espontàniament i 
irreversiblement (Green & Fry, 2005).  
La capacitat tamponadora redox és clau per les respostes senyalitzades per 
hormones. Aquest fet es fa palès pel fet que diferents mutants deficients en 
ascorbat presenten major resistència a patògens biotròfics (Pavet et al., 2005; 
Mukherjee et al., 2010), mentre sobreexpressors d’ascorbat oxidasa que presenten 
un estat redox més oxidat presenten menor resistència (Pignocchi et al., 2006). En 
el cas del glutatió també es presenten interaccions similars entre canvis en el pool i 
l’estat redox de la parella redox soluble, diferents estressos, i metabolisme i 
senyalització hormonal (Foyer & Noctor, 2011; Bartoli et al., 2013). A l’estar 
present en concentracions més baixes, interaccionar amb grups tiol reguladors de 
l’activitat de moltes proteïnes i variar menys el seu estat redox davant els estressos, 
alguns autors destaquen el paper regulador de l’estat redox del glutatió sobre el de 
l’ascorbat (Foyer & Noctor, 2011; Munné-Bosch et al., 2013). 
La recerca en vitamina C ha prestat majoritàriament atenció al seu rol 
antioxidant, però tant en plantes com animals la vitamina C també participa en 
processos de senyalització redox, és un donador d’electrons en reaccions no 
catalitzades i també com a cosubstrat en reaccions catalitzades per un gran nombre 
d’enzims clau en el metabolisme (Arrigoni & De Tullio, 2000; Arrigoni & De 
Tullio, 2002; Foyer & Noctor, 2011). L’àcid ascòrbic pot interaccionar 
químicament sense intervenció d’enzims amb superòxid, peròxid d’hidrogen (amb 
el que també enzimàticament per peroxidases), ions metàl·lics lliures i peròxids 
orgànics (Arrigoni & De Tullio, 2002). Les dioxigenases depenent de 2-
oxoglutarat (2-ODD) constitueixen una família d’enzims que requereix àcid 
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ascòrbic com a cofactor. Presenten una gran rellevància en el metabolisme de les 
plantes i la disponibilitat d’àcid ascòrbic pot modular la seva activitat. Aquesta 
família inclou dioxigenases involucrades en el metabolisme hormonal: oxidases de 
gibberel·lines (biosíntesi de gibberel·lines), ACC oxidasa (darrer pas de la síntesi 
d’etilè), NCEDs (síntesi d’ABA), i degradació de melatonina (per la recentment 
descrita melatonina 2-hidroxilasa) (Byeon & Back, 2015). Però també enzims 
claus en el metabolisme de la paret com les prolil i lisil hidroxilases, potencialment 
regulant l’expansió i divisió cel·lular; el cicle de les xantofil·les; la síntesi de 
vitamina E i plastoquinones per la hidroxifenilpiruvat dioxigenasa; diverses 
hidroxilases del metabolisme dels flavonoides i alcaloides; i diversos enzims de la 
Fig. 4. (esquerra) Funcions antioxidants i detoxificadores de la vitamina C. L’àcid ascòrbic pot
detoxificar ROS mitjançant reaccions enzimàtiques en el cas del peròxid d’hidrogen (APX, ascorbat
peroxidasa) o no enzimàtiques amb la resta de ROS (•OH, radical hidroxil; O2-, radical superòxid; 1O2,
singlet d’oxigen) i altres radicals com els radicals de vitamina E, reciclant-les. A més l’ascorbat és un
cofactor essencial en un gran nombre de reaccions claus pel metabolisme vegetal (veure text), se’n destaca el
cicle de les xantofiles (VDE/SEP, veure Fig. 1). (dreta) Via de reciclatge de vitamina C. Després de la seva
oxidació a MDHA (monodehidroascorbat), aquest pot ser reduït per la monodehidroascorbat reductasa
(MDHAR) o pot dismutar no enzimàticament (línies trencades) en àcid ascòrbic (AA) i dehidroascorbat
(DHA). El DHA és espontàniament i irreversiblement hidrolitzat a àcid 2,3-dicetoglucònic a menys que sigui
reciclat per la dehidroascorbat reductasa (DHAR) fent servir el poder reductor del glutatió (GSH), o per
electrons fotosintètics o respiratoris per mitjà de ferrodoxina (no mostrat). El glutatió oxidat (GSSG) és
reduit per la glutatió reductasa (GR) amb NADPH com a reductor. 
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Į-oxidació dels àcids grassos. Així, l’àcid ascòrbic és un cosubstrat necessari per a 
la síntesi d’ABA, etilè i gibberel·lines, i la seva disponibilitat influeix la síntesi 
d’aquestes hormones (Arrigoni & De Tullio, 2002; Pastori et al., 2003). 
La regulació de la síntesi d’àcid ascòrbic ha estat extensament estudiada a 
plantes. Mentre l’acumulació d’àcid ascòrbic inhibeix la seva pròpia síntesi, nivells 
elevats del seu precursor glucosa, l’estimulen (Smirnoff & Wheeler, 2000; Bartoli 
et al., 2016). La síntesi de vitamina C és regulada per la quantitat, qualitat de la 
llum i fotoperíode. Promovent l’acumulació d’àcid ascòrbic amb l’augment de la 
irradiància i per l’exposició a llum directa (relació llum vermella/vermella 
llunyana), però també per l’augment del fotoperíode (Bartoli et al., 2016). De la 
mateixa manera, un augment de la fotosíntesi també es correlaciona amb un 
augment dels continguts d’àcid ascòrbic. Un augment de l’activitat respiratòria al 
mitocondri també promou la seva síntesi (Bartoli et al., 2016). En general, els 
teixits joves en creixement i més actius presenten concentracions elevades d’àcid 
ascòrbic, mentre aquesta decreix amb la senescència dels diferents òrgans. Aquests 
processos són bàsicament regulats per hormones, però la recerca explorant la seva 
interacció amb el metabolisme de la vitamina C és escassa (Bartoli et al., 2016). 
Durant la senescència de fulles i flors, la producció i sensibilitat a l’etilè 
incrementa, mentre la concentració d’àcid ascòrbic decreix ràpidament (Barth et 
al., 2006). En canvi, defectes en la senyalització per etilè (una via de senyalització 
negativa) presenten més ascorbat a fulles i fruits (Bartoli et al., 2013). Plantes 
deficients en brassinoesteroïdes presenten baixa síntesi d’àcid ascòrbic, però també 
produeixen majors quantitats d’etilè. Per altra banda, les gibberel·lines estimulen el 
creixement i també la síntesi d’àcid ascòrbic (Millar et al., 2003), mentre els 
jasmonats estimulen l’expressió i activitat dels enzims de reciclatge (Sasaki-
Sekimoto et al., 2005). En fruits, que constitueixen una de les principals fonts de 
vitamina C en la majoria de dietes, el contingut de vitamina C pot ser molt variable 
i canvia durant la maduració. Mentre algunes espècies presenten concentracions 
molt elevades al fruit jove, es produeix una gran pèrdua amb la maduresa. En canvi 
en moltes altres hi ha un acumulació durant la maduració. L’àcid ascòrbic pot ser 
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sintetitzat al fruit, però també transportat llargues distàncies des d’òrgans font a 
òrgans embornal (Li et al., 2008). Aquesta darrera contribució des de les fulles és 
més important en fruits verds immadurs i decreix durant la maduració (Bartoli et 
al., 2016). En fruits, contribueixen tant la via de la L-galactosa com la de l’àcid D-
galacturònic, reutilitzant els sucres alliberats per la degradació de la paret amb la 
maduració (Badejo et al., 2012). A mesura que progressa la maduració aquesta és 
més rellevant (Badejo et al., 2012), així com l’activitat dels enzims de reciclatge 
d’ascorbat (Cruz-Rus et al., 2011; Alós et al., 2013; Alós et al., 2014). 
Encara que nombrosos estudis epidemiològics estableixen una relació positiva 
entre la vitamina C i beneficis per la salut humana (prevenció de malalties 
cardiovasculars, càncer i altres malalties), l’únic benefici demostrat clínicament per 
la suplementació amb vitamina C és la deficiència d’ascorbat manifestada com 
escorbut (Michels & Frei, 2013). Com altres compostos antioxidants rellevants a la 
dieta humana, l’estudi dels efectes de dosis farmacològiques de vitamina C en 
envelliment, càncer i prevenció de malalties degeneratives cròniques presenta 
resultats inconsistents (Ye & Song, 2008; Michels & Frei, 2013). Tampoc hi ha un 
efecte beneficiós consistent de la suplementació amb vitamina C en la longevitat 
de diferents organismes model, consistent amb els resultats d’estudis d’intervenció 
en humans (Pallauf et al., 2013). Cal tenir en compte que la majoria d’animals són 
capaços de sintetitzar àcid ascòrbic per diferents vies. 
Curiosament, l’ascorbat té dos papers importants en el metabolisme i funció de 
l’altra vitamina objecte d’estudi d’aquesta tesi. L’àcid ascòrbic pot regenerar 
directament la vitamina E oxidada per la seva acció scavenging (Mène-Saffrané & 
DellaPenna, 2010), al mateix cop que té el potencial de regular la seva síntesi en 
ser un cofactor de l’enzim hidroxifenilpiruvat dioxigenasa que participa en la seva 
biosíntesi (Arrigoni & De Tullio, 2000). 
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Vitamina E – tocoferols, tocotrienols i compostos afins 
La vitamina E es descrigué al 1922 com a un factor essencial en la dieta animal 
per una correcta reproducció (Evans & Bishop, 1922), però fins als anys 60s no 
s’identificaren les seves capacitats antioxidants (Epstein et al., 1966). La vitamina 
E consisteix en tocoferols i tocotrienols, que difereixen en el grau de saturació de 
la seva cua prenil. Aquesta cua és condensada amb un cap cromanol—responsable 
de la seva potent capacitat antioxidant—que presenta diferents patrons de 
metilació, donant les formes Į, ȕ, Ȗ, i į. Les diferents característiques 
fisicoquímiques pel diferent grau de saturació de la cua prenil, així com els 
diferents graus i posicions de metilació del cap cromanol donen diferent capacitat 
antioxidant en diferents medis (Kamal-Eldin & Appelqvist, 1996; Atkinson et al., 
2008). Les formes Į- i Ȗ-tocoferol són les formes més abundants a plantes, animals 
i humans (Sheppard et al., 1993). 
L’anell aromàtic prové de la via de l’àcid siquímic (Fig. 5), mentre la cua 
poliprenil (fitil difosfat pels tocoferols, geranilgeranil difosfat pels tocotrienols, i 
solanesil difosfat pel plastocromanol-8) deriva de la via del metileritritol 4-fosfat 
(MEP) (DellaPenna & Pogson, 2006). La biosíntesi té lloc als plastidis i no hi ha 
evidències de transport intracel·lular ni intercel·lular (Maeda & DellaPenna, 2007). 
La síntesi dels tococromanols s’inicia amb la conversió d’hidrofenilpiruvat a àcid 
homogentísic, el qual és condensat amb diferents politerpens de la via del MEP per 
donar les diferents formes amb diverses transferases que presenten diferents 
afinitats pels diversos substrats (Yang et al., 2011). La combinació de l’activitat de 
diferents metil transferases i la tocoferol ciclasa donen lloc a les diferents formes Į, 
ȕ, Ȗ, i į (DellaPenna & Pogson, 2006). A més de la síntesi de novo de terpens, els 
tocoferols també es poden sintetitzar a partir de la degradació de les clorofil·les, 
amb una sèrie de quinases que fosforilen el fitol alliberat a fitil difosfat (Valentin et 
al., 2006; vom Dorp et al., 2015). Aquesta ruta, i la seva regulació, semblen ser les 
més rellevants per la síntesi de tocoferols i la regulació dels seus nivells en fulles 
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joves i madures, almenys en Arabidopsis (Zhang et al., 2015a); i també sembla 
tenir un paper important durant la maduració de fruits (Almeida et al., 2016). 
La importància de la vitamina E com a antioxidant ve donada per la seva 
capacitat tant de scavenging de radicals lipídics, aturant la cadena de peroxidació 
lipídica (Fig. 6), com per la seva capacitat de quenching i scavenging de l’oxigen 
singlet (Kruk et al., 2000; Munné-Bosch & Alegre, 2002). Com a conseqüència de 
l’activitat scavenging, es generen radicals tocoferoxil i tocotrienoxil, que poden ser 
regenerats per àcid ascòrbic i altres reductors (Bisby & Parker, 1995). Una 
oxidació posterior genera tocoferol/tocotrienol quinones que a través d’una sèrie 
d’oxidoreductases, deshidratases i donadors de poder reductor, poden reciclar 
aquestes formes oxidades (Kobayashi & DellaPenna, 2008; Eugeni Piller et al., 
2014). Aparentment aquesta ruta és exclusiva de Į-tocoferol, donant un nou 
Fig. 5. Rutes biosintètiques de tococromanols a plantes, incloent-hi: tocoferols (T), tocotrienols (T3) i
plastocromanol-8 (PC-8). Els tocromanols es formen per la condensació d’una cua prenil, que prové de la via
del metileritritol 4-fosfat (MEP), i un cap polar derivat de la via del siquímat. Enzims que catalitzen les
reaccions indicades en gris, amb la denominació del seu gen a Arabidopsis. DMGGBQ, 2,3-dimetil-6-
geranilgeranil benzoquinol; DMPBQ, 2,3-dimetil-6-fitil-1,4-benzoquinol; DMSBQ, 2,3-dimetil-6-solanesil-
1,4-benzoquinol; GGDP, geranilgeranil difosfat; HGA, àcid homogentísic; HST, homogentisat
solanesiltransferasa; MGGBQ, 2-metil-6-geranilgeranil benzoquinol; MPBQ, 2-metil-6-fitil-1,4-
benzoquinol; MSBQ, 2-metil-6-solanesil-1,4-benzoquinol; PQ-9, plastoquinona-9. En el cas dels tocoferols,
el fitil difosfat també pot provenir de la degradació de la clorofil·la i la successiva acció dels enzims VTE5 i
VTE6 (no mostrat). 
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significat a l’acumulació preferent d’aquesta forma de vitamina E al llarg de 
l’evolució (Kobayashi & DellaPenna, 2008; Esteban et al., 2009). 
Al regular la peroxidació lipídica, els plastocromanols controlen l’aparició dels 
productes de peroxidació amb destacada activitat senyalitzadora, com 
malondialdehid, jasmonats i altres oxilipines i espècies electrofíliques reactives 
(Farmer & Mueller, 2013). A més la vitamina E també inhibeix la peroxidació 
enzimàtica (no catalitzada per ROS) en inhibir l’activitat lipooxigenasa (Reddanna 
et al., 1985). D’aquí la rellevància de la vitamina E en la modulació de la 
senyalització retrògrada des del cloroplast (Fischer et al., 2007; Miret & Munné-
Bosch, 2015). A més, diferents formes de vitamina E també han estat associades a 
la inhibició o activació de l’activitat d’altres enzims especialment associats a 
mecanismes de regulació, cascades senyalitzadores i activitats enzimàtiques en 
animals i plantes; encara que el mecanisme de cap d’elles ha estat dilucidat in vivo 
(Jiang et al., 2000a; Azzi, 2007; Traber & Atkinson, 2007; Brigelius-Flohé, 2009). 
Plantes deficients en vitamina E presenten fenotips no sempre lligats directament a 
una funció antioxidant de la vitamina E, ni processos en els quals en principi 
participen directament els plastidis. Per exemple, les plantes deficients en vitamina 
E presenten deficiències en l’exportació i transport de fotoassimilats associats a la 
deposició de cal·losa a la paret cel·lular en condicions de baixes temperatures 
Fig. 6. Vies d’oxidació i reciclatge d’Į-tocoferol a plantes. El procés i productes d’oxidació 
són homòlegs pels altres tococromanols, però el mecanisme de reciclatge no és present. AA, àcid ascorbic; 
GSH, glutatió; NDC1, NAD(P)H-depenent quinona oxidoreductasa; VTE1, tocoferol ciclasa; TMPBQ, 
2,3,5-trimetil-6-fitil-1,4-benzoquinona; TMPBQH2, 2,3,5-trimetil-6-fitil-1,4-benzoquinol. A més del 
scavenging de radicals peroxil (LOO-) i singlet d’oxigen (1O2), els tococromanols poden desactivar 
fisicament el singlet d’oxigen mitjançant quenching (no mostrat).
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(Maeda & DellaPenna, 2007; Maeda et al., 2014), o sense cap obstrucció 
simplàstica sota estrès salí (Asensi-Fabado et al., 2015), o per mecanismes no 
descrits durant la maduració de fruits (Almeida et al., 2016). Els fenotips 
extraplastidials de la deficiència de vitamina E podrien ser parcialment explicats 
per la recent descripció de certa continuïtat metabòlica entre les membranes dels 
cloroplasts i el reticle endoplasmàtic i els seus efectes en els enzims i receptors del 
reticle (Mehrshahi et al., 2013; Mehrshahi et al., 2014). Explicant potencialment 
alguna de les funcions no antioxidants descrites, com la modulació de la 
senyalització d’etilè per diferents formes de tocoferol (Cela et al., 2011). 
En el regne vegetal hi ha una gran variabilitat en els continguts i la composició 
de vitamina E (Falk & Munné-Bosch, 2010), però els nivells d’Į-tocoferol semblen 
tenir un avantatge evolutiu, donat que augmenten en els grups evolutivament més 
moderns (Esteban et al., 2009). En teixits fotosintètics madurs, l’Į-tocoferol és la 
forma predominant, seguida del seu precursor immediat, Ȗ-tocoferol, que 
incrementa en teixits molt joves i senescents (Lushchak & Semchuk, 2012; Juvany 
et al., 2013). Les diferents formes presenten diferent mobilitat a membrana i 
profunditat d’inserció, i per tant, diferent accessibilitat tant als radicals oxidats com 
als sistemes de reciclatge per ascorbat (Nagaoka et al., 2000; Atkinson et al., 
2008). L’activitat reductora de ROS i radicals lipídics té lloc específicament a la 
superfície de les membranes, a la interfase hidrofòbica-hidrofíl·lica (Atkinson et 
al., 2008). A més la cua més llarga i insaturada del tococromanol plastocromanol-8 
(PC8) també és capaç de dissipar (quenching) l’oxigen singlet (Kruk et al., 2014). 
La vitamina E es troba associada preferentment als mateixos PUFA que protegeix 
de la peroxidació lipídica, trobant-se també més inserida dins la membrana 
(Marquardt et al., 2013) i contribuint a l’estabilització de les membranes, 
possiblement afectant processos associats a membranes com senyalització i 
l’activitat de proteïnes de membrana (Brigelius-Flohé, 2009; Mehrshahi et al., 
2014). L’estructura dels tococromanols, una llarga cua prenil més o menys 
saturada unida a un cap polar, fa que siguin molècules amfipàtiques distribuint-se 
amb la cua pernil inserida a les diferents membranes dels plastidis amb l’anell 
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aromàtic polar i el grup hidroxil oxidable exposats a les superfícies (Fukuzawa et 
al., 1993; Atkinson et al., 2008). 
Només els organismes fotosintètics són capaços de sintetitzar vitamina E, i 
totes les formes són sintetitzades i acumulades a plastidis (Munné-Bosch & Alegre, 
2002; DellaPenna & Pogson, 2006). A més a més, s’ha descrit la seva presència a 
cossos lipídics i altres vesícules derivades del reticle endoplasmàtic (Fisk et al., 
2006; White et al., 2006) possiblement degut a la recentment descrita interacció 
entre aquests orgànuls (Mehrshahi et al., 2013; Mehrshahi et al., 2014). Els 
animals poden ingerir totes les formes en la seva dieta, però la forma Į-tocoferol és 
absorbida i retinguda selectivament per la proteïna transferidora de Į-tocoferol (Į-
TTP, Į-tocopherol transfer protein), mentre les altres formes són preferentment 
degradades al fetge (Hosomi et al., 1997; Schuelke et al., 2000; Traber, 2013). 
Curiosament el Ȗ-tocoferol, la segona forma més abundant, és l’única capaç de 
detoxificar també espècies reactives del nitrogen pel patró de metilació de l’anell 
cromanol (Christen et al., 1997), però a la vegada el seu producte d’oxidació és 
notablement més tòxic (Bast & Haenen, 2002; Cornwell & Ma, 2007). 
En molts casos els mutants deficients en vitamina E no presenten alteracions 
del fenotip visible, bioquímic o d’expressió genètica en condicions permissives. És 
només en diferents condicions d’estrès que es manifesta un fenotip clarament 
perniciós. La vitamina E juga un paper en la tolerància a diversos estressos. 
Nombrosos estressos condueixen a un augment de l’estrès oxidatiu i generació de 
ROS (Foyer & Noctor, 2009) que si no són detoxificats, poden causar danys 
oxidatius a lípids, proteïnes o àcids nucleics. Els nivells de vitamina E són 
especialment responsius a estressos abiòtics. El tipus d’estrès, la seva intensitat, 
l’estat fisiològic de la planta, i la sensibilitat pròpia de les diferents 
espècies/varietats determinen la dinàmica i la magnitud de l’acumulació de 
vitamina E (Munné-Bosch, 2005). L’exposició a alta intensitat de llum, estrès 
hídric, sequera, estrès salí, estrès per metalls, estrès per temperatura, ozó i per UV-
B estan entre els estressos associats a increments de vitamina E (Lushchak & 
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Semchuk, 2012), però també augmenten els seus nivells en fases de 
desenvolupament primerencs i senescents tant d’òrgans com de planta sencera 
(Munné-Bosch & Alegre, 2002; Juvany et al., 2013). La vitamina E protegeix la 
planta contra l’estrès oxidatiu, associat a tots aquests estressos (Munné-Bosch, 
2005). Però com amb altres mecanismes antioxidants lipídics (i.e., xantofil·les i 
carotens) es manifesten trade-offs entre la tolerància i resposta a estressos abiòtics i 
biòtics. Mentre el control de la generació de ROS és necessari per superar un estrès 
abiòtic, en molt estressos biòtics la resposta que permet controlar l’expansió del 
patogen requereix la generació i cúmul de ROS (Demmig-Adams et al., 2013; 
Demmig-Adams et al., 2014). A la vegada, l’activitat antioxidant de la vitamina E 
modula senyals redox i de productes d’oxidació lipídica necessàries per a la 
senyalització i modulació de la resposta a ambdós tipus d’estressos (Demmig-
Adams et al., 2013; Miret & Munné-Bosch, 2015). 
Hi ha evidència de la regulació hormonal de diferents enzims de la ruta de 
síntesi de vitamina E amb conseqüents canvis del seus nivells. Curiosament, en tots 
els casos escrits a la literatura els passos regulats impliquen passos anteriors a la 
condensació de la part polar i la cua prenil. I per tant no haurien d’afectar la 
distribució de les diferents formes Į, ȕ, Ȗ , i į, sinó el contingut de vitamina E total. 
Els jasmonats estan involucrats en la regulació de la tirosina aminotransferasa 
(TAT), que catalitza la síntesi d’hidroxifenilpiruvat (Sandorf & Holländer-Czytko, 
2002). Mentre la p-hidroxifenilpiruvat dioxigenasa (HPPD) és responsable de la 
formació d’àcid homogentísic, necessari per a la síntesi tant dels diferents 
compostos de vitamina E com platocromanol-8 i plastoquinol-9. Almenys durant la 
maduració de fruits climatèrics i la senescència foliar, l’etilè promou l’expressió de 
la p-hidroxifenilpiruvat dioxigenasa, incrementant els nivells de vitamina E (Singh 
et al., 2011). Aquest enzim també pot ser promogut per IAA i ABA, presentant 
elements responsius a ABA (ABRE) en la seva regió promotora (Chaudhary & 
Khurana, 2009; Singh et al., 2011). La regulació dels precursors de la cua prenil és 
força més complexa, perquè el GGDP és precursor d’un ampli ventall de 
compostos: fil·loquinona (vitamina K), clorofil·les, gibberel·lines, carotenoides i 
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tots els seus derivats (e.g., xantofil·les, productes d’oxidació volàtils, ABA, 
estrigolactones) (DellaPenna & Pogson, 2006).  
Com amb altres compostos antioxidants rellevants a la dieta humana, l’estudi 
dels efectes beneficiosos de la vitamina E en envelliment i malalties degeneratives 
cròniques presenta resultats inconsistents (Stocker & Keaney, 2004; Stocker, 
2007). No hi ha un efecte beneficiós consistent de la vitamina E en la longevitat de 
diferents organismes model consistent amb els resultats d’estudis d’intervenció en 
humans (Ernst et al., 2013). El meta-anàlisis d’estudis clínics amb dosis 
farmacològiques d’α-tocoferol determina efectes negatius o no significatius en la 
mortalitat i longevitat (Abner et al., 2011), cap efecte en càncer (Goodman et al., 
2011) però efectes positius en la prevenció de malalties cardiovasculars (Lee et al., 
2005; Ye & Song, 2008). 
5. Models d’estudi
Brassica oleracea var. capitata 
El gènere Brassica pertany a la família de les Brassicàcies, que inclou 
l’àmpliament estudiada planta model Arabidopsis, i representa més del 10% de la 
producció d’hortalisses i oli vegetal d’ús alimentari (Beilstein et al., 2006). La 
selecció per part de l’home ha generat un gran nombre de varietats de l’espècie 
Brassica oleracea, incloent-hi: cols, coliflor, bròcoli, cols de Brussel·les, kohl-
Fig. 7. Imatge composta de Brassica oleracea var. capitata. (esquerra) col sencera (imatge de portada de 
Miret (2012)). (dreta) de dreta a esquerra, successió de fulles externes als 0, 2, 4, 7 i 9 dies en condicions 
controlades a 4ºC (a dalt) o 25ºC (a baix) (imatge composta que forma part del treball enviat a Plant 
Biotechnology Journal (Miret et al., 2017)). 
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rabi, pak-choi i kale. Les varietats de B. Oleracea són riques en proteïnes, 
carotenoides, glucosinolats i altres compostos d’interès en la salut humana i de les 
plantes (Kramchote et al., 2012; Manchali et al., 2012; Sun et al., 2012). La col 
verda (B. oleracea var. capitata, Fig. 7) és un cultiu econòmicament rellevant 
(FAO, 2012) i és universalment consumida fresca, cuinada o processada (Chiang et 
al., 1993). B. oleracea var. capitata és rica en metabòlits secundaris amb activitats 
antioxidants i anticancerígenes, i beneficiosos per la prevenció de malalties 
cardiovasculars; com vitamina C, vitamina E, compostos fenòlics, carotenoides, 
glucosinolats i altres compostos menors. 
Desentrellar la regulació del metabolisme d’aquests compostos, en especial 
durant la senescència és complicat per la complexitat del seu genoma (Liu et al., 
2014). En aquest sentit, la seva proximitat filogenètica a la planta model 
Arabidopsis és enganyosa per les diverses duplicacions genòmiques patides per les 
Brassica (Schranz et al., 2006; Town et al., 2006). Però a la vegada útil per 
traslladar el coneixement mecanístic generat en Arabidopsis a plantes de gran 
interès agronòmic i explotar l’estudi de la varietat fenotípica (Paterson et al., 
2001). Des del punt de vista del maneig i la manipulació de l’ambient pre- i post-
collita hi ha grans oportunitats per minimitzar les pèrdues a la cadena logística i 
augmentar el valor i qualitat nutricional del producte (Cantwell & Suslow, 2001; 
Singh et al., 2006; Chen et al., 2012; Thongsavath et al., 2012). 
Iris × hollandica i Lilium 
Un important mercat agronòmic és el mercat de la flor tallada, en el qual la 
longevitat floral és un dels factors més importants a l’hora d’introduir i mantenir 
varietats als mercats (Lawson, 1996; Benschop et al., 2010). Donat que els pètals 
són els òrgans florals més visibles i normalment els primers a mostrar signes 




El gènere Lilium (Fig. 8, dreta), originari de l’arxipèlag de les illes Ryukyu 
(Japó), pertany a la família de les Liliàcies que engloba més de 100 espècies i 
centenars de cultivars comercials. Són plantes monocotiledònies, bulboses, 
herbàcies i perennes, actualment distribuïdes per les zones temperades de 
l’hemisferi nord. Multitud de cultivars han estat seleccionades per la seva facilitat 
de cultiu, colors i formes (Benschop et al., 2010). L’altra espècie (Fig. 8, esquerra) 
amb la que s’ha treballat és Iris × hollandica (ca,es: iris; en: Dutch iris), un híbrid 
d’Iris desenvolupat a partir d’espècies natives del Mediterrani Occidental (Iris 
tingitana × Iris xiphium) durant el segle XIX a Holanda (Dykes, 1913; 
Rodionenko, 1961). Gràcies a la seva robustesa i facilitat per ser forçat en cultiu en 
hivernacle durant tot l’any ha estat molt popular entre els productors i 
comercialitzadors de flor tallada (Benschop et al., 2010).  
És difícil aplicar totes les tècniques bioquímiques i moleculars habitualment 
disponibles per l’investigador a flors d’interès comercial. No hi ha cap model que 
hagi concentrat l’interès, recursos i esforços d’un conjunt prou gran i divers 
d’investigadors per a generar els recursos (especialment bases de dades) que es 
poden trobar en estudiar altres processos fisiològics (Rogers, 2013). Per això s’ha 
estudiat la regulació de la senescència de dues varietats de Lilium (Fig. 8, esquerra) 
amb diferents—encara que comparables—patrons de senescència de tèpals: Lilium 
longiflorum cv. ‘White Heaven’, on els tèpals s’escindeixen després de 
deshidratar-se, i Lilium L.A. cv. ’Courier’ (híbrid de L. longiflorum×Asiàtic), en el 
qual aquests s’escindeixen turgents i amb escassos signes visibles de senescència 
Fig. 8. (esquerra) imatge composta amb la successió d’estadis de senescència d’Iris x hollandica (Miret 
et al., 2014); (dreta) Lilium LA Courier i Lilium longiflorum cv. ‘White heaven’ completament obertes i 
en antesi (fotografies de l’autor). 
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(Lombardi et al., 2015). Aquestes diferències faciliten evidenciar com diferents 
patrons de senescència presenten diferents respostes a nivell hormonal, redox i 
transcripcional. D’aquesta manera, es podrien revelar mecanismes subjacents sense 
necessitat de generar mutants i/o transgènics que presentessin guany o pèrdua de 
funció. 
Totes les varietats de Lilium i Iris presents en aquesta tesi són insensibles o 
molt poc sensibles a l’etilè (Woltering & Doorn, 1988; van Doorn, 2001; van 
Doorn & Han, 2011). De forma similar a la senescència foliar i la maduració de 
fruits, en moltes flors l’etilè juga un paper clau en la promoció de la senescència 
floral, presentant un important augment de la seva síntesi i sensibilitat a aquest 
associat a la inducció de la senescència floral. En absència de l’etilè com a 
inductor, altres hormones poden assumir un paper clau. Durant el transcurs de la 
senescència s’identifica un augment en els nivells de ABA (Tripathi & Tuteja, 
2007; Arrom & Munné-Bosch, 2012a). En molts casos, l’aplicació d’ABA o 
inhibidors de la seva síntesi promou o inhibeix la senescència dels pètals (Tripathi 
& Tuteja, 2007; Rogers, 2012). Tractaments amb gibberel·lines, citocinines, 
jasmonats i salicilats estan associats amb una major longevitat de la flor tallada 
(van Doorn & Han, 2011; van Doorn et al., 2012), complementant les diferències 
en els nivells hormonals endògens observats a la flor sense tallar (Arrom & 
Munné-Bosch, 2012a). Les auxines poden retardar la progressió de la senescència 
o promoure-la en diferents varietats, probablement perquè estimulen la síntesi
d’etilè (Rubinstein, 2000; Lombardi et al., 2015). Una recent revisió centrada en
Lilium (van Doorn & Han, 2011) acumula evidències dels factors que afecten la
flor tallada post-collita i el paper rellevant de la regulació hormonal i redox en la
qualitat i longevitat de la flor. Una recent revisió centrada en Lilium (van Doorn &
Han, 2011) acumula evidències dels factors que afecten la flor tallada post-collita i
el paper rellevant de la regulació hormonal i redox en la qualitat i longevitat de la
flor. Però també és generalment aplicable a Iris (Celikel & van Doorn, 1995;
Bailly et al., 2001; Pak & van Doorn, 2005; van Doorn et al., 2012) i altres flors
insensibles a etilè (Tripathi & Tuteja, 2007). Aquesta mateixa revisió identifica
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llacunes en la comprensió d’aquests i altres factors de regulació de la senescència i 
senyala com l’acumulació de dades pel treball de diversos grups va acompanyada 
per una manca d’explicació dels mecanismes subjacents segurament dificultada per 
la diversitat fisiològica de la multitud de varietats de Lilium estudiades i la manca 
d’un bon model de flor insensible a l’etilè en la que es concentrin els esforços i 
recursos de l’acadèmia i l’empresa (van Doorn & Han, 2011; Rogers, 2013). 
Rubus idaeus L. cv. Heritage 
Rubus idaeus L. (ca: gerd; es: frambuesa; en: red raspberry; Fig. 9) és una 
espècie de Rubus nativa d’Europa i Àsia, de la que s’han desenvolupat centenars 
de varietats com a cultiu perenne a regions temperades de tot el món. Entre els 
consumidors els fruits són especialment apreciats per les seves qualitats 
organolèptiques i nutricionals, especialment pel seu elevat contingut d’antioxidants 
i polifenols (Beekwilder et al., 2005a; Rao & Snyder, 2010). 
Encara que l’exposició a l’etilè pot promoure l’estovament i abscisió del gerd, 
aquests no són climatèrics (Perkins-Veazie & Nonnecke, 1992; Perkins-Veazie, 
1995), per tant la seva maduració pot ser regulada per altres fitohormones. Els 
gerds són una important font de compostos beneficiosos per la salut, especialment 
compostos antioxidants. Destaquen elevats nivells de dues classes de polifenols, 
antocianines i el·lagitanins (Mullen et al., 2002a; Beekwilder et al., 2005a); 
vitamina C (De Ancos et al., 2000; Krüger et al., 2011); carotenoides (Beekwilder 
et al., 2008); tocoferols (Beekwilder et al., 2005a; Beekwilder et al., 2008); i altres 
compostos del metabolisme secundari reconeguts com a especialment beneficiosos 
per la salut (Beekwilder et al., 2005a; Beekwilder et al., 2005b). El contingut de 
Fig. 9. Imatge composta amb la successió d’estadis de desenvolupament i maduració definits per 
Rubus idaeus cv Heritage (Miret et al., 2016): D’esquerra a dreta: Green, White, Pink, Red, Dark Red. 
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compostos antioxidants en gerds és influenciat per l’estadi de maduració en el 
moment de la collita. Els gerds vermells són àmpliament consumits frescos, 
congelats, o processats com a gelatines, sucs o melmelades (Rao & Snyder, 2010). 
Pel mercat fresc o congelat es recull el fruit vermell, ferm però que es comença a 
separar del receptacle. Però pel mercat processat pot ser més interessant el fruit una 
mica més madur, similar al que el consumidor pot trobar fresc a qualsevol botiga 
(Rao & Snyder, 2010); amb les limitacions imposades pels sistemes de 
recol·lecció. En qualsevol cas, el fruit fresc només pot ser emmagatzemat pocs dies 
a baixes temperatures (Mullen et al., 2002b; Rao & Snyder, 2010). Aquesta vida 
útil limitada fa encara més important l’estudi de la seva fisiologia i les dinàmiques 
de desenvolupament i maduració. I la comprensió dels processos d’acumulació de 
compostos beneficiosos per la salut i d’interès organolèptic que li donen el valor. 
Per d’aquesta manera, informar la data de la collita i les millors pràctiques pre- i 
post-collita. 
En gerds, les antocianines augmenten amb la maduració del fruit, i la variació 
en els continguts d’aquests i altres polifenols en un ampli nombre de genotips, 
climes i condicions de cultiu han estat descrites (Beekwilder et al., 2005b; Wang et 
al., 2009; Rao & Snyder, 2010); en la majoria dels casos, la literatura descriu 
només el punt final de la maduració comercial. En canvi, ben poc ha estat descrit 
sobre l’evolució durant el desenvolupament i la maduració de carotenoides 
(provitamina A), vitamina C i vitamina E (Beekwilder et al., 2008; Krüger et al., 
2011; Carvalho et al., 2013) i encara menys la seva relació amb reguladors del 
creixement. Els esforços per manipular la maduració i el contingut d’antioxidants 
en gerds han estat en la majoria de casos centrats en augmentar la capacitat 
antioxidant total o el contingut de certs flavonoides beneficiosos per la salut. Més 
enllà de la variació per genotip i/o clima, sobretot s’han enfocat en l’estudi de 
l’efecte de manipular les condicions de cultiu (Anttonen & Karjalainen, 2005; 
Neocleous & Vasilakakis, 2007; Remberg et al., 2010; Palonen et al., 2011; Jin et 
al., 2012; Remberg et al., 2012) o de diferents pràctiques post-collita, de 
manipulació i d’emmagatzematge (Kalt et al., 1999; De Ancos et al., 2000; 
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Remberg et al., 2010; Krüger et al., 2011; Remberg et al., 2012; Mazur et al., 
2014b; Mazur et al., 2014a). Aquesta recerca és activa i continuada amb diferents 
aproximacions, però sobretot ha estat centrada en els efectes sobre la producció, els 
compostos fenòlics bioactius i l’activitat antioxidant total (Finn & Mezzetti, 2016). 
Canvis en les condicions de cultiu que causin un estrès ambiental moderat són una 
tècnica emprada en millorar la qualitat nutricional sense comprometre la 
producció, però poden tenir un impacte en posteriors anys en plantes perennes com 
la gerdera (Lee & Kader, 2000; Wang & Frei, 2011). 
Pocs estudis han valorat les possibilitats de manipular els nivells de reguladors 
del creixement en gerderes, tot i que és una de les pràctiques amb major potencial 
per millorar la qualitat nutricional i valor del fruit (Rademacher, 2015). Per 
exemple aplicant metil jasmonat just abans de la collita s’incrementen els 
continguts d’antioxidants, sucres i antocianines (Wang & Zheng, 2005); 
manipulant transgènicament la biosíntesi d’auxines en els òvuls per augmentar la 
fecunditat i la producció per planta (Mezzetti et al., 2004); o l’ús d’inhibidors de la 
síntesi de gibberel·lines per regular el balanç entre el creixement vegetatiu i el 







Aquesta tesi s’ha desenvolupat amb l’objectiu principal de millorar el 
coneixement sobre la senescència d’òrgans i processos associats (maduració de 
fruits), i la seva regulació hormonal i redox. 
Per dur a terme l’objectiu principal es varen proposar els següents objectius 
específics: 
• Avaluar els canvis de reguladors endògens (fitohormones, estrès oxidatiu)
implicats en la senescència foliar post-collita de Brassica oleracea, la
senescència floral post-collita de Lilium i Iris, i la maduració de fruits de
Rubus idaeus.
• Avaluar la idoneïtat de diverses aproximacions metodològiques en l’estudi
de processos dinàmics en plantes no model. Avaluar l’adequació de
tècniques amb diferents requeriments de recursos i coneixements per l’estudi
de diferents models i processos fisiològics.
• Determinar l’efecte d’aplicacions exògenes d’ABA i/o el seu agonista
parcial pirabactina just després del quallat del fruit sobre la progressió del
desenvolupament i la maduració dels fruits de R. idaeus, i sobre la
senescència foliar post-collita a B. oleracea
• Avaluar l’efecte d’aplicacions exògenes d’ABA i/o pirabactina sobre el
contingut de vitamina C i E, i el seu estat redox al llarg de la senescència
foliar a B. oleracea i la maduració de fruits de R. idaeus.
• Determinar l’efecte d’aplicacions exògenes d’ABA i/o el seu agonista
parcial pirabactina sobre la regulació redox, hormonal i transcripcional de la
senescència foliar a B. oleracea.
• Determinar el rol de la melatonina en la senescència floral, discernint la
rellevància de les seves funcions antioxidant i hormonal. Determinar l’efecte
de tractaments de melatonina en la senescència floral post-collita a varietats







Departament de Biologia Evolutiva, 
Ecologia i Ciències Ambientals 
Facultat de Biologia Avda. Diagonal, 643 
08028 Barcelona 
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El Dr. Sergi Munné Bosch, com a director de la Tesi Doctoral titulada 
“Regulació redox i hormonal de processos de senescència d'òrgans” presentada 
pel doctorand Javier A. Miret Barrio, 
INFORMA sobre el factor d’impacte i la participació del doctorand en 
cadascun dels articles inclosos en la memòria d’aquesta Tesi Doctoral. 
Capítol 1. Article “Application of a rapid and sensitive method for 
hormonal and vitamin E profiling reveals crucial regulatory mechanisms in 
flower senescence and fruit ripening”, publicat a la revista Journal of Plant 
Growth Regulation, índex d’impacte (2015) de 2.166. En aquest treball es posa a 
punt un mètode d'extracció i anàlisis del perfil hormonal i de vitamina E en 
paral·lel per ésser aplicat a l'estudi de processos de senescència d'òrgans i 
maduració de fruits. El doctorand ha posat a punt els mètodes de cromatografia 
líquida d'alta resolució (HPLC, per a les anàlisis de vitamina E) i cromatografia 
líquida d'alta resolució acoblada a espectrometria de masses en tàndem (HPLC-
LC/LS, per a les anàlisis del perfil hormonal), ha realitzat tots els mostrejos, les 
anàlisis de les mostres, el tractament estadístic i l’elaboració dels resultats, i a més 
ha participat en el disseny experimental i discussió dels resultats, constant per tant 
com a primer autor del treball. El doctorand ha demostrat una gran capacitat de 
treball, així com un excel·lent maneig en els mostrejos i en l'ús de l’HPLC i 
l'HPLC-MS/MS per a les anàlisis de vitamina E i perfil hormonal. El doctorand 
profunditza de forma molt eficient en les tècniques de cromatografia i 
espectrometria de masses utilitzades i coneix molt bé els detalls que determinen un
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bon maneig d'aquestes tècniques al laboratori. El doctorand demostra també una 
gran capacitat d’anàlisi i interpretació dels resultats, així com un excel·lent maneig 
de les fonts bibliogràfiques i de les tècniques de redacció dels articles. 
Capítol 2. Article “Abscisic acid and pyrabactin improve vitamin C 
contents in raspberries”, publicat a la revista Food Chemistry, índex d’impacte 
(2015) de 4.052. En aquest treball es combinen eines d'anàlisi d'hormones i 
antioxidants emprades en el capítol anterior, amb tècniques espectrofotomètriques 
per a les anàlisis d'activitats enzimàtiques, en aquest cas relacionades amb el 
metabolisme de la vitamina C. Cal destacar la importància de l’estudi respecte a la 
dificultat de treballar en una espècie de gran interès agroalimentari amb una 
aproximació fisiològica amb la finalitat de conèixer millor els processos 
bioquímics que determinen la millora dels continguts de vitamina C en resposta a 
l'aplicació d'ABA i pirabactina. Aquest estudi demostra per primer cop que aquests 
compostos poden ser molt útils per millorar els continguts de vitamina C en fruits 
no climatèrics. El doctorand ha realitzat tot el mostreig, les anàlisis de les mostres, 
el tractament estadístic i l’elaboració dels resultats, i a més ha participat en el 
disseny experimental i discussió dels resultats, constant per tant com a primer autor 
del treball. El doctorand ha demostrat una gran capacitat de treball, així com una 
excel·lent predisposició a la millora dels experiments realitzats. El doctorand 
destaca per la seva gran capacitat d'anàlisi, interpretació dels resultats i per la seva 
habilitat en la redacció de l'article, la qual cosa és un exemple de la seva maduresa 
científica. 
Capítol 3. Article “ABA signalling manipulation suppresses senescence of a 
leafy vegetable stored at room temperature”, enviat a la revista Plant 
Biotechnology Journal, índex d’impacte (2015) de 6.090. En aquest treball es 
descriu, entre altres aspectes, la importància de l'ABA en el control de processos 
de senescència post-collita, en aquest cas en un model de gran interès 
agroalimentari com és la col (Brassica oleracea). Cal destacar l’aproximació 
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experimental, amb un caire molt més aplicat que en els anteriors capítols, molt 
original i amb un alt valor científic, incloent-hi un nivell de profunditat 
extraordinari, englobant aspectes no només bioquímics, sinó també moleculars. El 
doctorand ha realitzat tots els mostreigs i anàlisis de les mostres, ha realitzat el 
tractament estadístic i bioinformàtic dels resultats, i ha elaborat la seva discussió 
en col·laboració amb el Dr. Paul Dijkwel de la Universitat de Massey (Nova 
Zelanda), on va realitzar una estada per a les anàlisis moleculars. A més, el 
doctorand va participar molt activament en el disseny experimental, constant per 
tant com a primer autor del treball. Degut a la gran maduresa científica del 
doctorand se l'invita en aquest cas a actuar com a autor de correspondència de 
l'article, en representació dels dos laboratoris on s'ha realitzat el treball, feina que 
fa amb gran dedicació i professionalitat. El doctorand fa palesa un cop més la seva 
gran maduresa científica amb la culminació d'aquest excel·lent treball. 
I, per a què així consti als efectes oportuns, 
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RESUM DEL CAPÍTOL 1 
El coneixement sobre la maduració de fruits i la regulació de processos de 
senescència post-collita constitueix una eina molt important per prevenir la pèrdua 
de valor comercial en els mercats del fruit i la flor tallada. L’anàlisi combinat del 
perfil hormonal i els nivells de vitamina E pot revelar complexes interaccions entre 
fitohormones i estrès oxidatiu com a reguladors clau dels processos de senescència 
i maduració. Es van caracteritzar els perfils d’ambdós grups de metabòlits durant la 
maduració de fruits no climatèrics (gerd, Rubus idaeus L.) i la senescència de flors 
insensibles a l’etilè (Dutch iris, Iris x hollandica L.). Després d’una extracció 
inicial de la mostra, i sense passos addicionals de purificació, el perfil hormonal va 
ser analitzat per UPLC-MS/MS i els nivells de vitamina E per HPLC. Aquesta 
aproximació metodològica va ser molt ràpida i proporcionava prou sensibilitat per 
l’anàlisis d’un gran ventall de compostos a partir de mostres petites. La maduració 
de gerds va ser caracteritzada per una disminució dels nivells de citocinines [t-
zeatina, ribòsid de t-zeatina, 2-isopentenil adenina, isopentenil adenosina (Z, ZR, 
2-iP, i IPA, respectivament)] i gibberel·lines (GA1 en particular). L’aplicació
exògena d’ABA va prevenir la pèrdua de į-tocoferol durant la maduració. La
senescència floral d’Iris també es trobà sota estricte control hormonal, també
mediat per citocinines i gibberel·lines. Els nivells de Z, ZR, 2-iP, GA9, i GA24 van
disminuir als tèpals interns, mentre el nivell d’IPA va minvar a l’òrgan “estil
fusionat a estigma” (S+S), suggerint funcions específiques de teixit per les
diferents hormones. Els nivells d’Į-tocoferol van minvar durant la senescència dels
tèpals interns, suggerint un increment de l’estrès oxidatiu. En conclusió, la ràpida i
sensible caracterització del perfil hormonal i de vitamina E pot ajudar a la
comprensió dels processos fisiològics claus en la maduració de fruits i la
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Abstract Knowledge of ripeness and regulation of post-
harvest processes is an important tool to prevent loss of
commercial value in both fruit and cut ﬂower markets. The
joint analysis of hormones and vitamin E levels can reveal
complex interactions between hormones and oxidative stress
as key regulators of postharvest processes. Proﬁling of both
groups of metabolic compounds was performed during the
ripening of non-climacteric fruits (red raspberry, Rubus
idaeus L.) and senescence of ethylene-insensitive ﬂowers
(Dutch Iris, Iris x hollandicaL.). After an initial extraction of
the sample, without further puriﬁcation steps, the hormonal
proﬁle was analyzed by UPLC-MS/MS and vitamin E levels
were measured by HPLC. This methodological approach
was very fast and had enough sensitivity for the analysis of
small samples. Raspberry fruit maturation was characterized
by a decline of cytokinin levels [zeatin, zeatin riboside,
2-isopentenyl adenine, and isopentenyl adenosine (Z, ZR,
2-iP, and IPA, respectively)] and gibberellins (GA1 in par-
ticular). Exogenous application of ABA prevented d-
tocopherol loss during fruit ripening. Iris ﬂoral senescence
was also under strict hormonal control, also mediated by
cytokinins and gibberellins. Z, ZR, 2-iP, GA9, and GA24
levels decreased in inner tepals, whereas the level of IPA
decreased in style-merged-to-stigma tissues, thus suggesting
tissue-speciﬁc roles for different hormones. a-Tocopherol
levels decreased during senescence of inner tepals, hence
suggesting enhanced oxidative stress. In conclusion, the
rapid and sensitive hormonal and vitamin E proﬁling pre-
sented here can help in understanding the key physiological
processes underlying fruit ripening and ﬂoral senescence.
Keywords Ethylene-insensitive  Flower
senescence  Fruit ripening  Hormonal proﬁle 
Non-climacteric fruits  Vitamin E
Introduction
Postharvest biology processes are of great interest because
of the commercial value of raw and processed agricultural
and horticultural products. Furthermore, increased global
population during the last few decades has been accom-
panied by a rapid rise in horticultural crop production,
including the production of ornamental plants and ﬂowers
(Dehnen-Schmutz and others 2010; Lawson 1996). By
2050, the world’s population is expected to reach 9 billion
people. The Food and Agriculture Organization has esti-
mated that the global demand for food will increase by
70 %, accompanied by limited water, energy, and land
sources (FAO 2011). In this scenario, solutions to post-
harvest losses require an integrated and innovative
approach, especially in developing countries where high
postharvest losses (up to 50 %) are accompanied by low
agricultural productivity (Kader 2005). Reducing posthar-
vest losses is an important tool for protecting actual pro-
duction levels without the potential side effects of more
intensive agricultural practices (Evenson and Gollin 2003;
Tilman and others 2002). Thus, knowledge of the
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regulation of postharvest processes can help to better
understand and minimize these losses.
One of the most important causes of postharvest losses
in horticultural production, in both volume and quality, is
the lack of knowledge about fruit-ripening processes. Fruits
are divided into climacteric or non-climacteric based on
physiological differences in their ripening. Climacteric
fruits are very well characterized in physiological terms,
showing a peak in ethylene production and respiratory
activity at the onset of ripening (Adams-Phillips and others
2004). Less is known about the regulation of ripening in
non-climacteric fruits like citrus, grape, or strawberry—the
most studied non-climacteric models (Aharoni and others
2002; Jia and others 2011; Pilati and others 2007; Symons
and others 2012; Talon and others 1998). These fruits do
not exhibit a peak in respiration, although a rise in ethylene
is sometimes observed (Burdon and Sexton 1990; Chervin
and others 2004; Jiang and Joyce 2003). Red raspberry
(Rubus idaeus L.) is an important commercial crop due to
consumers’ appreciation of the taste and nutritional value
of its fruits. Despite the fact that ethylene promotes fruit
softening and abscission, raspberries are non-climacteric
(Perkins-Veazie and Nonnecke 1992) and ripening may be
governed by phytohormones other than ethylene. It has
been suggested that in non-climacteric fruits the balance
between abscisic acid (ABA) and indole-3-acetic acid
(IAA) is the key signal regulating fruit ripening (Archbold
and Dennis 1984; Perkins-Veazie 1995). IAA levels are
high in the early growth phases of the maturing fruit but
diminish in later stages, antagonistically to ABA, which
accumulates at the onset of ripening (Symons and others
2012). Raspberries are one of the richest dietary sources of
antioxidants (Beekwilder and others 2005a; Ka¨hko¨nen and
others 2001; Rao and Snyder 2010), with important levels
of two classes of health-promoting polyphenols, anthocy-
anins and ellagitannins (Beekwilder and others 2005b),
vitamin C (De Ancos and others 2000), carotenoids
(Beekwilder and others 2008), and vitamin E (Beekwilder
and others 2005a). Red raspberries are widely consumed
fresh, frozen, or in processed forms such as jellies, jams,
and juices (Rao and Snyder 2010). For the fresh market,
raspberries are usually harvested when bright-red and can
be stored for only a few days at low temperatures (Mullen
and others 2002). The content of different antioxidant
compounds in red raspberry fruits is inﬂuenced by the stage
of ripeness at the time of harvest. Only in the late stages,
when the red fruit fully matures, do anthocyanins sharply
increase (Beekwilder and others 2005b; Wang and Lin
2000; Wang and others 2009). However, little is known
about the evolution of the contents of carotenoids and
vitamin E throughout the ripening process of raspberries
(Beekwilder and others 2008) and even less if this corre-
lates with changes in the endogenous concentrations of
hormones. Efforts to manipulate antioxidant levels of
raspberry fruits have been concentrated in postharvest
treatments and storage (De Ancos and others 2000; Kalt
and others 1999; Kru¨ger and others 2011; Mullen and
others 2002); few studies have analyzed the possibilities of
manipulating growth conditions (Anttonen and Karjalainen
2005; Neocleous and Vasilakakis 2007; Remberg and
others 2010) or the application and manipulation of plant
growth regulators (PGRs) (Mezzetti and others 2004;
Wang and Zheng 2005).
Another important horticultural market is the cut ﬂower
industry. In this market ﬂower senescence is a great concern
because it limits product shelf-life. Flower senescence leads
to death of ﬂoral tissues throughout an ordered and highly
programmed process involving, among others, a complex
regulation by different classes of hormones. Ethylene plays
a crucial role in ﬂower senescence of many species (eth-
ylene-sensitive; for example, carnation, rose) but is not (or
slightly) involved in others (ethylene-insensitive; for
example, Iris, tulip, lilies) (van Doorn 2001; Woltering and
van Doorn 2009). Cytokinins, GAs, jasmonates, and ABA
seem to be involved in petal senescence of ethylene-
insensitive ﬂowers (van Doorn and Woltering 2008).
However, the role of different classes of cytokinins or GAs
in different ﬂoral tissues has been poorly investigated thus
far. In addition, ﬂower senescence is usually accompanied
by oxidative stress, which involves both increases in reac-
tive oxygen species (ROS) levels and decreases in antiox-
idants (reviewed by Rogers 2012, 2013). The tight control
of ﬂoral senescence leads to a marked temporal order of
deterioration of ﬂoral pieces. In this way, petals (or tepals)
are the ﬁrst ﬂoral tissue to start the senescence process,
which also marks the end of commercial ﬂower longevity,
whereas the gynoecium (and more speciﬁcally the ovary)
does not senesce. In Iris ﬂowers, senescence can be visually
recognized by inward tepal rolling (from the tip to the
center of the ﬂower) and loss of water content and color
(withering). Treatment with cytokinins or jasmonates
(Macnish and others 2010; Van Doorn and others 2012) or
with protease inhibitors (Pak and van Doorn 2005) signiﬁ-
cantly delayed Iris ﬂoral senescence. However, exogenous
antioxidants did not signiﬁcantly affect ﬂower life span
(Celikel and van Doorn 1995).
In this study the analysis of hormonal and vitamin E
proﬁling was used to unravel key target molecules that
regulate postharvest biology processes by using two case
studies: ﬂoral senescence and fruit ripening. Requiring a
minimum quantity of material and performing hormonal
and vitamin E proﬁling in series, we aimed to characterize
common regulatory metabolites in both physiological
processes. Furthermore, we evaluated the possible effect of
ABA treatment on vitamin E composition during raspberry
fruit ripening.






Plant Material and Treatments
Experiment I
Fruits from 2-year-old plants of ‘Heritage’ raspberries
were harvested on 21 and 28 December 2011. Twenty
raspberry plants had been purchased from a nursery (Ejea
de los Caballeros, Spain) and grown in pots containing a
mixture of peat:perlite:vermiculite (1:1:1 v/v/v) in a
greenhouse at the experimental ﬁelds of the Faculty of
Biology of the University of Barcelona (Spain), at con-
trolled temperature (24/18 C, day/night) and irrigated
with half Hoagland solution every day (Hoagland and
Arnon 1950). Raspberry bushes were sprayed monthly
with recommended fungicides and acaricides on a pre-
ventative schedule (Gleason and others 1990). Fruits were
collected at different ripening stages, deﬁned according to
a subjective assessment of berry color as green, pink,
and red (see Fig. 1a, adapted from Perkins-Veazie and
Nonnecke 1992).
Fig. 1 Selected fruit ripening stages in Rubus idaeus (green, pink,
and red) (a) and dispersion plot between anthocyanins and chloro-
phyll a?b (Chl) and total carotenoids (Car) during fruit ripening (b).
Stage green corresponds to small and green fruit, stage pink to onset
of ripening, and stage red to commercial ripe fruit. Floral develop-
mental stages in Iris x hollandica cv. Telstar (c) and typical total
protein and water loss (d). Chronologically, stage I corresponds to
anthesis (full bloom), stage II shows the ﬁrst signs of senescence
(inward rolling in outer and inner tepals), stage III is advanced
senescence (forward tepal inward rolling), and stage IV shows
complete senescence (closed ﬂower). Measurements were performed
on several ﬂoral tissues, including the ovary, style merged to stigma
tissue (S?S), and inner and outer tepals. Data correspond to the
mean ± SE of n = 4. Results of statistics are shown in the inlets
(ANOVA, P B 0.05), and letters indicate differences between stages
of development (Duncan test, P B 0.05). NS, not signiﬁcant (Color
ﬁgure online)






Fruits from the same plants (collected between 22 and 27
June 2012) were used to evaluate the effects of exogenous
ABA on pigment and antioxidant contents (chlorophyll,
carotenoid, anthocyanin, and vitamin E). Green fruits were
treated with 10-5 M 2-cis, 4-trans-ABA [dissolved in
0.5 % DMSO (dimethylsulfoxide) 0.1 % Tween-20 v/v]
and compared to controls (with 0.5 % DMSO 0.1 %
Tween-20 v/v only). The different treatments were applied
once to fruits at the start of the green stage (small green
fruits, after fruit-set) with a brush (about 200 lL of solu-
tion was applied to each berry). Application was done at
dawn to prevent photodestruction of ABA (Zaharia and
others 2005). Fruits were marked and samples taken at the
pink and red stages. All chemicals were purchased from
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany).
For experiments I and II, fruits were cut with intact
receptacle and pedicel to minimize wounding and were
immediately frozen in liquid nitrogen. The fruits were
subsequently stored at -80 C until biochemical analyses.
Only the drupelets (neither the pedicel nor the receptacle)
were considered for analysis.
Experiment III
Pretreated (80 days at 9 C) bulbs of Dutch iris ﬂowers
(Iris x hollandica cv. Telstar) were obtained from Mapi-
ﬂoricultura S.L. (Madrid, Spain) and planted in the soil
(Calcic Luvisol, FAO classiﬁcation) of a PVC-made
greenhouse (a polytunnel) with a planting density of 240
bulbs m-2 at the experimental ﬁelds of the Faculty of
Biology of the University of Barcelona on 26 November
2008. Plants were watered with tap water once a week
during the entire experiment. During the study, predawn air
temperature and relative humidity ranged from 6.3 to
15.2 C and 53–71 %, respectively. The study started
on 13 March 2009, when most ﬂowers reached anthesis
(stage I).
For the study of ﬂower senescence, developmental
stages were chronologically described as stage I, ﬂower at
anthesis; stage II, ﬁrst signs of inward rolling of the tepal
from the apex; stage III, clear ﬂower senescence (further
inward rolling and appreciable tepal wilting and whiten-
ing); and stage IV, closed ﬂower (loss of ornamental value)
(see Fig. 1c). At each stage, ﬂoral tissues were separately
sampled, including the ovary, outer tepals, inner tepals, and
tepal-like style branches fused to stigmatic surfaces [called
S?S (Weberling 1989)]. Samplings were carried out on 13
March (stage I), 18 March (stages II and III), or 25 March
2009 (stage IV). All sampled ﬂowers were taken between
8:30 and 9:30 a.m. (UTC/GMT ?1), and ﬂoral tissues were
immediately used for fresh weight or frozen in liquid
nitrogen and stored at -80 C for biochemical analyses.
Physiological Indicators
Experiments I and II
For extraction of photosynthetic pigments, freeze-dried
samples were ground with the mixer mill MM400 (Retsch
GmbH, Haan, Germany) and repeatedly extracted with ice
cold methanol (4 C) using ultrasonication (Branson 2510
ultrasonic cleaner, Branson Ultrasonics, Danbury, CT,
USA) for 40 min. Chlorophyll, carotenoid, and anthocya-
nin levels were measured spectrophotometrically as
described elsewhere (Lichtenthaler and Wellburn 1983;
Siegelman and Hendricks 1958).
Experiment III
Protein concentration was determined as previously
described by Bradford (1976). Brieﬂy, 50 mg of sample
was ground in liquid nitrogen and extracted twice with
1 mL 50 mM Tris HCl buffer (pH 7.4), 1 mM EDTA,
1 mM DTT, and 0.1 % Triton X-100. After centrifugation
(10 min at 10,000 rpm, 4 C), the supernatants were
combined and 50 lL was mixed with 1.5 mL of Bradford
reagent (Sigma-Aldrich) to spectrophotometrically esti-
mate total protein contents (absorbance at 595 nm). Bovine
serum albumin was used as the standard. Water contents of
all ﬂoral tissues were measured by weighing samples
before and after drying to a constant weight at 65 C.
Hormonal and Vitamin E Proﬁling
The extraction of phytohormones and vitamin E and pro-
ﬁling were performed in series as follows (Fig. 2). One
hundred milligrams of tissue was ground with the mixer
mill MM400 (Retsch GmbH) and separated in two Ep-
pendorf tubes. To the ﬁrst tube (for hormonal proﬁling),
200 lL of methanol:isopropanol:acetic acid 20:79:1 (v/v/v)
and internal standards (IS) [d4-SA, d6-ABA, d5-JA,
d5-IAA, d2-GA1, d2-GA4, d2-GA9, d2-GA19, d2-GA20,
d2-GA24, d6-2iP, d6-IPA, d5-Z, and d5-ZR (d5-Z and d5-ZR
were also used as IS for DHZ and DHZR, respectively)]
were added. To the second tube (for vitamin E proﬁling),
200 lL of methanol was added. From here and until
analyses, both tubes followed the same procedure for
extraction. Extraction was achieved by repeated vortexing
and ultrasonication (Branson 2510 ultrasonic cleaner) for
40 min. The procedure was repeated several times until
extracts were colorless. After centrifugation, the collected
supernatants were merged and two separate methods were
used for analyses.





For hormone proﬁling, supernatants were ﬁltered
through a 0.22-lm PTFE ﬁlter (Waters, Milford, MA,
USA) before injection into the UPLC-MS/MS. The UPLC
system consisted of an Aquity UPLCTM System (Waters)
quaternary pump equipped with an autosampler.
A HALOTM C18 column (2.1 9 75 mm, 2.7 lm)
(Advanced Materials Technology Inc., Wilmington, DE,
USA) was used. Solvent A was water and 0.05 % glacial
acetic acid and solvent B was acetonitrile with 0.05 %
glacial acetic acid. The ﬂow rate was set at 0.6 mL min-1.
Cytokinins (including zeatin [Z], zeatin riboside [ZR],
isopentenyl adenosine [IPA], 2-isopentenyl adenine [2-iP],
dihydrozeatin [DHZ], and dihydrozeatin riboside [DHZR])
were analyzed using method 1 (M1); and gibberellins
(including GA1, G4, GA9, GA19, GA20, and GA24), ABA,
jasmonic acid (JA), salicylic acid (SA), and IAA were
analyzed using method 2 (M2). The gradient proﬁles were
as follows [t (min), % A]: (0, 99), (2, 0), (2.40, 0), (2.60,
99), (3, 99) for M1 and (0, 99), (2.20, 0), (2.40, 0), (2.60,
99), (3, 99) for M2. MS and MS/MS experiments were
performed on an API 3000 triple quadrupole mass spec-
trometer (PE Sciex, Concord, ON, Canada). Analyses for
M1 were performed using a Turbo Ionspray source in
positive ion mode, and for M2 analyses were performed in
negative ion mode. For both methods, the temperature was
set at 400 C and nebulizer, curtain, and collision gas (N2)
were set at 10, 12, and 4 (arbitrary units), respectively.
Capillary voltage was 3.5 kV for M1 and -3.5 kV for M2.
Quantiﬁcation was made considering recovery rates for
each sample by using deuterated standards (described
before). Unlabeled IPA, Z, ZR, IAA, ABA, JA, and SA
were purchased from Sigma-Aldrich. Unlabeled 2iP, DHZ,
and DHZR and deuterium-labeled d6-IPA, d5-Z, d5-ZR, d5-
IAA, d6-ABA, d4-SA, d5-JA, and d6-2iP were acquired
from OlChemim Ltd (Olomouc, Czech Republic). Unla-
beled and deuterium-labeled gibberellins were purchased
from Dr. Lewis Mander at the Australian National Uni-
versity (Canberra, Australia).
For vitamin E proﬁling, supernatantswere injected directly
into the isocratic HPLC system. This consisted of a PU-2089
Plus pump, an AS-2055 Plus autosampler, and a FP-1520
ﬂuorescence detector (Jasco, Tokyo, Japan). Vitamin E
compounds (a-, b-, c-, and d-tocopherols and tocotrienols)
were separated on an Ultrabase 5 Si column [3.0 9 250 mm,
5 lm (Akady, Barcelona, Spain)]. The solvent was n-hex-
ane:1,4-dioxane (95.5:4.5 v/v) at a ﬂow rate of 0.7 mL min-1.
Quantiﬁcation was based on ﬂuorescence signal (excitation at
295 nm, emission at 330 nm) using a calibration curve pre-
pared with authentic standards for each of the eight com-
pounds obtained from Sigma-Aldrich.
Statistical Analyses
Analysis of variance (ANOVA) was performed using the
Duncan post-hoc test to examine statistical differences
across stages and/or treatments. Differences were consid-
ered signiﬁcant at a probability level of P B 0.05. In
experiment I, a two-tailed Pearson test was applied to
determine correlations between the contents of pigments,
antioxidants, and hormones. All analyses were conducted
using SPSS v.18 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).
Results and Discussion
Phytohormones are structurally diverse compounds that are
usually present at nanomolar levels. Hormone actions build
a signaling network and mutually regulate several signaling
and metabolic systems in a complex cross-talk. Further-
more, these signaling cascades act in concert with that of
ROS and antioxidants to modulate both plant stress
responses and key developmental processes, including
Fig. 2 Summary of the
extraction protocols and
analysis for phytohormone and
vitamin E proﬁling in small












senescence (as reviewed by Schippers and others 2007).
Vitamin E is a lipophilic antioxidant with an important role
in lipid metabolism (Mehrshahi and others 2013) and a
good indicator of oxidative stress in senescence processes
(Arrom and Munne´-Bosch 2010). The methodological
approach presented here provided fast, precise, and sensi-
tive hormonal and vitamin E proﬁling of fruit ripening and
ﬂower senescence. Extraction of up to 60–80 samples was
completed in a morning. Autosamplers allowed perfor-
mance of hormone analysis in 7–8 h and vitamin E deter-
mination in 30–40 h. Raw data from hormone
determination required more time to quantify and analyze
the results obtained. In approximately a working week
(5 days) 16 hormones and the 8 compounds of vitamin E
can be extracted and quantiﬁed. With very little additional
work (2–3 h), the methanol extract was also used to
spectrophotometrically quantify plant pigments (chloro-
phylls, carotenoids, and anthocyanins).
Raspberry fruit maturation was characterized by a
decline of chlorophyll (Chl) content during the ﬁrst stages
of ripening—from green to pink—remaining at low con-
centrations at later stages (Supplementary Fig. 1). The
chlorophyll a/b ratio (Chl a/b) followed the same pattern.
Anthocyanin levels increased steadily through the analyzed
ripening stages to reach concentrations up to 12.7 lmol/g
DW at the red stage. Carotenoid levels increased only later,
between the pink and red stage (Supplementary Fig. 1).
The accumulation of anthocyanins was well correlated with
increasing levels of carotenoids (R = 0.897; P\ 0.001),
whereas anthocyanin contents correlated with tocopherol
levels (Supplementary Table 1). Variable concentrations of
a-, c-, and d-tocopherol were measured through raspberry
ripening, without major changes between stages. c-
Tocopherol was the most abundant vitamin E form at all
stages and a-tocopherol was the least (Supplementary
Fig. 1). Through fruit maturation c-tocopherol represented
from 77 (green) to 65 % (red) of vitamin E contents, while
a-tocopherol relative content doubled from 7 to 15 %. b-
Tocopherol was detected at non-quantiﬁable concentra-
tions, whereas no tocotrienol was detected in any sample.
The endogenous levels of cytokinins, including zeatin,
zeatin riboside, 2-isopentenyl adenine, and isopentenyl
adenosine, decreased between green and pink stages and
positively correlated with chlorophyll levels (Fig. 3; Sup-
plementary Fig. 2), whereas levels of DHZ and its riboside
(DHZR) were not signiﬁcantly altered. The most abundant
cytokinin forms at all stages were free DHZ and the ribo-
sides DHZR and ZR. ABA levels increased while auxin
(IAA) levels tended to decrease through the analyzed
stages, although these changes were not signiﬁcant. JA and
SA concentrations decreased before the pink stage to stay
at levels similar to those at the red stage (Supplementary
Fig. 2). Total gibberellin content dramatically decreased
between the green and pink stages, mostly due to a
decrease in the contents of GA1 (Fig. 3; Supplementary
Table 2). Furthermore, ABA levels, which tended to
accumulate at later stages of fruit ripening (from pink to
red) positively correlated with carotenoid and anthocyanin
accumulation. The application of exogenous ABA did not
cause signiﬁcant differences in chlorophyll, carotenoid, or
anthocyanin contents (Fig. 4). However, application of
ABA prevented d-tocopherol loss during fruit ripening
(Fig. 4). a-Tocopherol usually is considered the most
nutritionally valuable form of vitamin E because it has the
highest afﬁnity with a-TTP (a-tocopherol transport pro-
tein) (Hosomi and others 1997), differentially favoring
a-tocopherol transport and preventing its degradation
(Schuelke and others 2000). Despite this, there is evidence
that other vitamin E forms can play new roles in plants,
animals, and humans (Brigelius-Flohe´ 2009; Falk and
Munne´-Bosch 2010; Tan and others 2012).
The ﬁrst visual signs of senescence in Iris tepaloid tis-
sues is visually determined as inward rolling of the tissue,
ﬁrst in inner tepals, shortly after in outer tepals, and
thereafter on the stigmatic surface of the S?S tissue
(Fig. 1). Results showed that both outer tepals and tepal-
like styles, but particularly inner tepals, displayed strong
protein degradation during senescence, whereas wilting is
more apparent on inner tepals, particularly at the early
stages of senescence (Fig. 1). Major changes in endoge-
nous hormones were found in inner tepals, but signiﬁcant
variations were also found in outer tepals and the ovary. In
regard to cytokinins, major changes were found in inner
tepals, showing signiﬁcant decreases of Z, ZR, and 2-iP
(Fig. 5). On the other hand, IPA levels remained constant
in all tepal-like tissues throughout Iris ﬂoral senescence,
with S?S as the only exception; its levels decreased in
stage II and then remained stable (Supplementary Fig. 3).
Likewise, IAA levels also did not show signiﬁcant varia-
tions in any tissue or stage of ﬂoral development; its levels
decreased only at stage II in inner tepals. On the other
hand, ABA, JA, and SA contents were signiﬁcantly
reduced in senescing inner tepals. Outer tepals also pre-
sented signiﬁcant decreases in SA contents, but only at the
latest stage of development (Fig. 5; Supplementary Fig. 3).
The gynoecium also showed signiﬁcant endogenous ABA,
JA, and SA variations. Although GA1, GA19, and GA20
were also analyzed, only GA4, GA9, and GA24 were found
during Iris ﬂoral senescence. Indeed, signiﬁcant changes in
gibberellin contents were found only in inner tepals,
showing decreases in both GA9 and GA24 just after
anthesis (Supplementary Fig. 4).
Both a- and b-tocopherol, and also b-tocotrienol, were
identiﬁed in all the analyzed ﬂoral tissues of Iris senescing
ﬂowers, at least at anthesis. However, signiﬁcant variations
during senescence were observed only for a-tocopherol in





inner tepals, which showed a reduction in a-tocopherol
content just after anthesis (Fig. 5). a-Tocopherol affords
protection to membranes mainly by quenching and scav-
enging singlet oxygen and reacting with lipid peroxyl radi-
cals, which helpsmaintainmembrane stability and reduce the
extent of lipid peroxidation (Kamal-Eldin and Appelqvist
1996;Maeda andDellaPenna 2007). Therefore,a-tocopherol
loss in inner tepals during senescence may be indicative of
oxidative stress. Because a-tocopherol is also involved in the
regulation of fatty acid desaturases (Mehrshahi and others
2013), a-tocopherol loss in inner tepals during senescence
may also be related to changes in lipid metabolism during
ﬂower senescence. Interestingly, both b-tocopherol and b-
tocotrienol were also identiﬁed in all Iris ﬂoral tissues.
However, in both cases, signiﬁcant amounts were detected
only in the ovary at anthesis (Fig. 5). To our knowledge, this
is the ﬁrst report of any tocotrienol form in ﬂowers. Thus,
although no speciﬁc roles for tocotrienols in ﬂoral tissues
have been described yet, there is growing evidence that their
slight structural differences might confer them unique
physiological functions in both plants and animals (nutri-
tionally), different from that of tocopherols (Mu¨ller and
others 2012; Tan and others 2012). Further research is needed
to better understand the role of tocopherols and tocotrienols
in ﬂoral pieces beyond their role as antioxidants.
In summary, cytokinins and gibberellins have been
described as the best PGRs in delaying ﬂower senescence.
In this way, commercial mixtures (for example, Promalin)
Fig. 3 Endogenous contents of indole-3-acetic acid (IAA), abscisic
acid (ABA), total cytokinins (CK total), including zeatin (Z), zeatin
riboside (ZR), 2-isopentenyl adenine (2-iP), and isopentenyl adeno-
sine (IPA), and total gibberellins (GAtotal), including the active GA1
(empty), GA4 (shaded), and the sum of other GAs (GA9, GA19, GA20,
and GA24, dotted bars), of raspberry fruits through three ripening
stages (green, pink, and red). Data represent the mean ± SE of n = 4.
One-way ANOVA P values are shown in the inlets (signiﬁcance at
P B 0.05), letters indicate differences between stages of development
(Duncan test, P B 0.05). NS not signiﬁcant
Fig. 4 Contents of chlorophyll a?b (Chl), total carotenoids and
anthocyanins, total tocopherols (Toctotal), a-tocopherol (a-Toc), b-
tocopherol (b-Toc), c-tocopherol (c-Toc), and d-tocopherol (d-Toc)
of raspberry fruits at two ripening stages (pink and red) after
treatment with ABA at the start of the green stage. Data represent the
mean ± SE of n = 4. Two-way ANOVA P values are shown in the
inlets (signiﬁcance at P B 0.05), letters indicate differences between
stages of development (Duncan test, P B 0.05). NS not signiﬁcant.
Tocotrienols were not detected in raspberry fruits





of gibberellins (GA4?7) and synthetic cytokinins (benzy-
ladenine) are successfully used to signiﬁcantly extend the
vase-life of several cut ﬂowers. When applied alone,
cytokinins exert a signiﬁcant delaying effect on ﬂower
senescence in both ethylene-sensitive and -insensitive
species (reviewed by van Doorn and Woltering 2008).
Likewise, exogenous gibberellins act as delayers of
senescence in ethylene-sensitive species [possibly through
modulating ABA (Rogers 2012)] but also in ethylene-
insensitive ﬂowers (Tripathi and Tuteja 2007; van Doorn
and Woltering 2008). However, the effectiveness of treat-
ments depends largely on the speciﬁc cytokinin and gib-
berellin used in each study. Thus, the gibberellin means of
action might vary depending on the species in a manner
that has not been reported yet. In Iris, both cytokinins and
gibberellins decreased during senescence. However,
because major changes in zeatin, zeatin riboside, and
2-isopentenyl adenine were shown in inner tepals in par-
ticular, and changes in isopentenyl adenoside occurred in
S?S tissue only, it is suggested that there is a different role
for speciﬁc cytokinins in each ﬂoral tissue during senes-
cence. The results obtained here with metabolite proﬁling,
in this case for hormones, is of particular interest because
they can provide important cues for the development of
new products with hints of the speciﬁc cytokinins and
gibberellins with potential for extending vase-life. Inter-
estingly, levels of cytokinins and gibberellins also
decreased during the early stages of fruit ripening, in par-
allel with chlorophyll loss in raspberries, thus indicating
that these two groups of plant hormones play a crucial
regulatory role in inhibiting ripening and senescence of
non-climacteric fruits and ethylene-insensitive ﬂowers,
respectively.
Conclusions
We presented a rapid, sensitive, high-throughput and cost-
effective scheme that combined methods for quantiﬁcation
of 16 endogenous hormones from 7 phytohormone classes
and 8 vitamin E compounds. This approach requiresminimal
plant tissue, is highly reproducible, and has been success-
fully applied for the analysis of dynamic changes in endog-
enous concentrations of hormones and vitamin E in complex
physiological processes like fruit ripening and ﬂower
senescence. Furthermore, this approach is equally applicable
Fig. 5 Endogenous contents of the cytokinins, zeatin (Z), zeatin
riboside (ZR), 2-isopentenyl adenine (2-iP), abscisic acid (ABA),
salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA), a-tocopherol, b-tocopherol,
and b-tocotrienol (b-T3) in ovary, style merged to stigma tissue
(S?S), inner tepals and outer tepals throughout ﬂoral senescence of
Iris x hollandica cv. Telstar. Data correspond to the mean ± SE of
n = 4. The inlets show results of statistics (ANOVA, P B 0.05) and
letters indicate differences between developmental stages (Duncan
test, P B 0.05). NS not signiﬁcant. For details of developmental
stages, see Fig. 2





to fresh, frozen, or freeze-dried tissue and can be easily
adapted to a wide range of plant species and tissues. This
study showed that this can be a pertinent approach to selec-
tively identify speciﬁcmetabolites involved in the regulation
of postharvest and other processes of high economic value.
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Supplemental Table 1 Pearson correlation between pigments, anthocyanins and 
tocopherols contents throughout the ripening of raspberry fruits (n = 13)
Chlorophyll (Chl), chlorophyll a/b ratio (Chl a/b), carotenoids (Car), anthocyanins (Ant), α-
tocopherol (α-Toc), γ-tocopherol (γ-Toc), δ-tocopherol (δ-Toc), total tocopherols (Toc total) and 
some ratios between them are shown. An asterisk indicates correlation significance at P ≤ 0.05 
level (2-tailed); two asterisks indicate correlation significance at P ≤ 0.01 level (2-tailed). 
Chl Chl a/b Car Car/Chl Ant Ant/Chl α-Toc γ-Toc δ-Toc Toc total
Chl -** 
Chl a/b 0.555** -** 
Car -0.006** -0.371** -**
Car/Chl -0.590** -0.783** 0.444** -** 
Ant -0.414** -0.577** 0.897** 0.661** -** 
Ant/Chl -0.487** -0.730** 0.642** 0.925** 0.828** -** 
α-Toc -0.535** -0.072** 0.325** 0.080** 0.481** 0.147** -** 
γ-Toc 0.387** 0.452** 0.010** -0.640** -0.193** -0.543** 0.375** -** 
δ-Toc -0.607** -0.020** -0.339** -0.198** -0.086** -0.278** 0.728** 0.282** -**
0.102** 0.346** -0.008** -0.553** -0.094** -0.479** 0.628** 0.943** 0.566** -** Toc total
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Supplemental Table 2 Pearson correlation between analyzed hormones and 
pigments, anthocyanins and tocopherols contents throughout the ripening of raspberry fruits 
(n = 13)
Chl Chl a/b Car Car/Chl Ant Ant/Chl α-Toc γ-Toc δ-Toc Toc total 
Z 0,682** 0,382** 0,009** -0,316** -0,270** -0,228** -0,178** 0,461** -0,352** 0,268** 
ZR 0,828** 0,364** 0,180** -0,466** -0,155** -0,327** -0,238** 0,674** -0,429** 0,430** 
DHZ 0,381** 0,351** 0,124** -0,364** -0,097** -0,228** 0,141** 0,406** -0,062** 0,333** 
DHZR 0,712** 0,150** -0,083** -0,344** -0,310** -0,295** -0,558** 0,264** -0,481** 0,030** 
2-iP 0,876** 0,366** 0,026** -0,399** -0,319** -0,369** -0,426** 0,451** -0,525** 0,197** 
IPA 0,664** 0,404** 0,073** -0,472** -0,284** -0,384** -0,193** 0,436** -0,351** 0,236** 
CK total 0,797** 0,408** 0,210** -0,417** -0,156** -0,269** -0,211** 0,556** -0,475** 0,314** 
IAA 0,310** 0,497** -0,506** -0,663** -0,604** -0,645** -0,310** -0,199** -0,034** -0,237** 
ABA -0,363** -0,570** 0,666** 0,778** 0,741** 0,799** 0,414** -0,093** -0,088** -0,027** 
JA 0,854** 0,471** -0,147** -0,536** -0,480** -0,478** -0,739** -0,009** -0,704** -0,275** 
SA 0,866** 0,269** 0,062** -0,341** -0,264** -0,266** -0,647** 0,219** -0,678** -0,061** 
GA4 0,384** 0,002** 0,523** -0,019** 0,322** 0,139** 0,275** 0,611** -0,248** 0,460** 
Correlations between analyzed hormones (see Abbreviation list) and chlorophyll (Chl), 
chlorophyll a/b ratio (Chl a/b), carotenoids (Car), anthocyanins (Ant), α-tocopherol (α-Toc), γ-
tocopherol (γ-Toc), δ-tocopherol (δ-Toc), total tocopherols (Toc total) and some ratios between 
them. An asterisk indicates correlation significance at P ≤ 0.05 level (2-tailed); two asterisks 
indicate correlation significance at P ≤ 0.01 level (2-tailed). 
Capítol 1
68
Supplemental Fig. 1 Contents of chlorophyll (Chl), chlorophyll a/b ratio (Chl a/b), 
carotenoids (Car), anthocyanins (left), total tocopherols (Toc total), α-tocopherol (α-Toc), γ-
tocopherol (γ-Toc) and δ-tocopherol (δ-Toc) of raspberry fruits at three ripening stages (Green, 
Pink and Red). β-tocopherol was not detected in any of the samples. Data correspond to the mean 
± SE of n = 4. Values from the same variable followed by the same letter are not different at P ≤ 
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Supplemental Fig. 2 Contents of total dihydrozeatin (DHZ), dihydrozeatin riboside (DHZR), 
jasmonic acid (JA) and salicylic acid (SA) of raspberry fruits at three ripening stages (Green, Pink 
and Red). Data represent the mean ± SE of n = 4. Values from the same variable followed by the 

































































Supplemental Fig. 3 Contents of indole-3-acetic acid (IAA) and isopentenyladenosine (IPA) in 
ovary, style merged to stigma tissue (S+S), inner tepals and outer tepals throughout floral 
senescence of Iris x hollandica cv. Telstar. Data correspond to the mean ± SE of n = 4. The inlets 
show results of statistics (ANOVA, P ≤ 0.05) and letters indicate differences between 
developmental stages (Duncan test, P ≤ 0.05). NS, not significant. For details of developmental 
stages, see Fig. 2. Values from the same variable followed by the same letter are not different at P 
≤ 0.05 according to Duncan post-hoc test. 

















































Supplemental Fig. 4 Contents of GA24, GA9 and GA4 in ovary, style merged to stigma tissue 
(S+S), inner tepals and outer tepals throughout floral senescence of Iris x hollandica cv. Telstar. 
Data correspond to the mean ± SE of n = 4. The inlets show results of statistics (ANOVA, P ≤ 
0.05) and letters indicate differences between developmental stages (Duncan test, P ≤ 0.05). NS, 
not significant. For details of developmental stages, see Fig. 2. Values from the same variable 
followed by the same letter are not different at P ≤ 0.05 according to Duncan post-hoc test. 

























































NS NS NSP = 0.031
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RESUM DEL CAPÍTOL 2 
L’àcid abscísic (ABA) és una fitohormona amb funcions rellevants en 
senescència, maduració de fruits i respostes a estressos ambientals. Es van estudiar 
els efectes de l’ABA i la pirabactina (pyrabactin, un agonista parcial no 
fotosensible de l’ABA) en el desenvolupament i maduració del gerd (Rubus idaeus 
L.), amb èmfasi en els seus efectes en la composició de vitamines i antioxidants. 
L’aplicació d’ABA i/o pirabactina just després del quallat del fruit (fruit set) no va 
tenir efectes en els patrons temporals de desenvolupament i maduració. Tampoc va 
modificar el contingut de provitamina A (carotenoides) ni vitamina E (tocoferols). 
En canvi, ABA i pirabactina van modificar l’estat redox de la vitamina C a les 
primeres fases del desenvolupament i varen més que doblar el contingut de 
vitamina C al final de la maduració. Aquests canvis van ser parcialment explicats 
per canvis en l’oxidació i reciclatge de l’ascorbat. Així doncs, aplicacions d’ABA i 
pirabactina poden usar-se per incrementar el contingut de vitamina C de fruits 
madurs, augmentant la qualitat del fruit i el seu valor. No obstant això, els 
tractaments que contenen pirabactina—combinat amb ABA o per si sola—
disminuïen el contingut de proteïnes, limitant parcialment la seva aplicabilitat. 
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a b s t r a c t
Abscisic acid (ABA) is a plant growth regulator with roles in senescence, fruit ripening and environmental
stress responses. ABA and pyrabactin (a non-photosensitive ABA agonist) effects on red raspberry (Rubus
idaeus L.) fruit development (including ripening) were studied, with a focus on vitamin and antioxidant
composition. Application of ABA and/or pyrabactin just after fruit set did not affect the temporal pattern
of fruit development and ripening; neither provitamin A (carotenoids) nor vitamin E contents were
modiﬁed. In contrast, ABA and pyrabactin altered the vitamin C redox state at early stages of fruit
development and more than doubled vitamin C contents at the end of fruit ripening. These were partially
explained by changes in ascorbate oxidation and recycling. Therefore, ABA and pyrabactin applications
may be used to increase vitamin C content of ripe fruits, increasing fruit quality and value. However,
treatments containing pyrabactin—combined with ABA or alone—diminished protein content, thus
partially limiting its potential applicability.
 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Climacteric fruits are well characterized in physiological terms,
showing a peak in ethylene production and a respiratory burst at
the onset of ripening (Seymour, Østergaard, Chapman, Knapp, &
Martin, 2013) regulating the development of the traits associated
with ripe ﬂeshy fruits: (i) change of color due to alteration of
chlorophyll, carotenoid, and/or anthocyanin contents; (ii) modiﬁ-
cation of texture via alteration of cell turgor and cell wall structure
and/or metabolism; (iii) import, accumulation and modiﬁcation of
sugars, acids, and volatiles that determine nutritional quality,
ﬂavor, and aroma; and (iv) enhanced susceptibility to opportunis-
tic pathogens and herbivores (Seymour et al., 2013; Symons et al.,
2012). Less is known about ripening regulation in non-climacteric
fruits and its association with ripening traits. These ﬂeshy fruits
sometimes present a rise in ethylene levels, but do not exhibit a
respiratory peak (Perkins-Veazie & Nonnecke, 1992).
Without ethylene as the key signal regulating fruit ripening,
evidence has accumulated that the balance between abscisic acid
(ABA) and indole-3-acetic acid (IAA) plays this role in non-
climacteric fruits (Seymour et al., 2013). IAA levels are high in
the early growth and expansion phases of the developing fruit
but decrease in later ripening stages, antagonistically to ABA, accu-
mulated from the onset of ripening to later stages (Seymour et al.,
2013; Symons et al., 2012). ABA contents and signaling are strictly
regulated all through fruit development and ripening (Romero,
Lafuente, & Rodrigo, 2012; Symons et al., 2012), with very low
ABA levels at the start of fruit development that sharply rise as
fruit ripens, especially after the onset of fruit ripening. Conserving
the capacity to synthesize and perceive ABA is essential for a
proper fruit ripening (Chai, Jia, Li, Dong, & Shen, 2011; Jia et al.,
2011). And so forth, it is widely suggested that ABA plays an impor-
tant role in the regulation of the rate of fruit ripening in non-
climacteric fruits, with disturbs on ABA metabolism or perception
representing a great impact on the associated fruit characteristics
(Chai et al., 2011; Romero et al., 2012; Setha, 2012; Seymour
et al., 2013; Zhang, Yuan, & Leng, 2009).
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.02.046
0308-8146/ 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.
⇑ Corresponding author.
E-mail address: smunne@ub.edu (S. Munné-Bosch).
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Vitamins are a group of organic compounds that are absolutely
required in the human diet and the major source in most diets are
vegetables and fruits. Notably, vitamin C (ascorbate) contents in
fruits are high but very variable and especially sensitive to pre-
and post-harvest conditions (Lee & Kader, 2000). Due to its impor-
tance in health and fruit quality, it is important to understand the
evolution of vitamin C contents through its production and losses
during fruit development and ripening. The study of vitamin C
dynamics throughout fruit developing and ripening may help in
establishing harvest dates in order to maximize the amount of vita-
min C in fruits, thus improving its quality and value. To the best of
our knowledge there are no previous studies of vitamin C contents
throughout the development and ripening of raspberry fruits.
Red raspberry (Rubus idaeus L.) is an important commercial crop
due to its rich nutritional value and organoleptic characteristics.
Despite the fact that ethylene partially promotes fruit softening
and abscission, raspberries are non-climacteric (Perkins-Veazie &
Nonnecke, 1992). Raspberries are a valuable source of phytochem-
icals, notably antioxidants (Beekwilder, Hall, & Ric Vos, 2005; Rao
& Snyder, 2010), with important contents of two classes of
health-promoting polyphenols—anthocyanins and ellagitannins
(Beekwilder et al., 2005)—vitamin C (De Ancos, Gonzalez, & Cano,
2000), carotenoids (Beekwilder et al., 2008), vitamin E
(Beekwilder et al., 2005) and various secondary metabolites
(Beekwilder et al., 2005). The content of different antioxidant com-
pounds in red raspberry fruits is inﬂuenced by the stage of ripeness
at the time of the harvest. Raspberries are usually harvested once
fully ripe and the berry starts to detach from the receptacle, and
they can only be stored for a few days and at low temperatures
(Rao & Snyder, 2010). This limited shelf-life stresses the impor-
tance of understanding its physiology and the dynamics of their
valued phytochemicals throughout its development and ripening
to select the best harvest date.
Variations in phenolic contents are well described in a number
of raspberry varieties and growth conditions; only in the late
stages when the red fruit fully matures, anthocyanins sharply
increase (Beekwilder et al., 2005). However, little has been
described about the evolution of carotenoids (provitamin A), vita-
min C and vitamin E contents throughout ripening in raspberries
(Beekwilder et al., 2008; Krüger, Dietrich, Schöpplein, Rasim, &
Kürbel, 2011); and even less if these might be associated or not
with plant growth regulators (Miret et al., 2014). The efforts to
manipulate antioxidant and vitamin levels of raspberry fruits—al-
most always focused in ﬂavonoids and antioxidant activity—have
been concentrated in postharvest and storage practices (De
Ancos et al., 2000; Krüger et al., 2011); a number of studies have
analyzed the possibilities of manipulating growth conditions
(Anttonen & Karjalainen, 2005; Neocleous & Vasilakakis, 2007);
while only a few explore the potential of plant growth regulators,
i.e.: with the application of methyl jasmonate before harvest
(Wang & Zheng, 2005) or manipulating auxins biosynthesis
(Mezzetti, Landi, Pandolﬁni, & Spena, 2004).
Understanding the physiology and biochemical basis of vitamin
and antioxidant contents throughout fruit development and ripen-
ing is necessary to help in selecting the best harvest time and to
prevent loss of nutritional and commercial value at harvest and
postharvest. The aim of the present study was the evaluation of
the potential effects of ABA applications just after fruit set on fruit
quality, with a focus on antioxidants and vitamins. We extended
this approach to pyrabactin, a non-photosensitive ABA agonist
with great agronomic potential. Pyrabactin is a non-
photosensitive partial ABA agonist and antagonist (Park et al.,
2009). Apart from mimicking and blocking ABA signals, it has been
proven to be effective in modulating stomatal closure (Puli &
Raghavendra, 2012) as well as leaf and ﬂower senescence (Arrom
& Munné-Bosch, 2012a, 2012b) but its potential effects in fruit
ripening are still unknown.
2. Material and methods
2.1. Plant material and treatments
Fruits from 2-year-old plants of cv. ‘Heritage’ raspberries were
harvested between the 22th and 27th of June 2012. Twenty rasp-
berry plants were purchased from a nursery (Ejea de los Caballeros,
Spain) and grown in pots containing a mixture of peat:perlite:ver-
miculite (1:1:1, v/v/v) in a greenhouse at the experimental ﬁelds of
the Faculty of Biology at the University of Barcelona (NE Spain)
with controlled temperature (24/18 C, day/night) and irrigated
with half Hoagland solution every day. Raspberry bushes were
sprayed monthly with recommended fungicides and acaricides
on a preventive schedule. Green fruits (one or two days after fruit
set) were treated with 105 M ABA (dissolved in 0.5% dimethyl sul-
foxide and 0.1% Tween-20 (v/v)), 105 M pyrabactin, 105 M pyra-
bactin + 105 M ABA, and a control treatment (with 0.5% dimethyl
sulfoxide 0.1% Tween-20 only). The different treatments were
applied once to fruits at the start of the green stage (small green
fruits, after fruit-set) with a brush until the solution ran off (ca.
200 ll of solution was applied to each berry). Application was done
at dawn to limit ABA photo-destruction (Zaharia, Walker-Simmon,
Rodríguez, & Abrams, 2005).
Fruits were collected at different ripening stages, deﬁned
according to a subjective assessment of berry color as green, white,
pink, red and dark red (abbreviated as G, W, P, R and DR, adapted
from Perkins-Veazie & Nonnecke, 1992). Sampling always took
place between 8 a.m. and 10 a.m. (UTC/GMT +1). Fruits were cut
with intact receptacle and pedicel to minimize wounding effects,
weighed, immediately frozen in liquid nitrogen and subsequently
stored at 80 C until biochemical analyses. Only the drupelets
(the edible part of the fruit, with neither the pedicel nor the recep-
tacle) were considered for all biochemical analyses. Unless sated
otherwise, 5 independent biological replicates where used for all
biochemical analyses. The ripening time pattern was monitored
by the daily register of the ripening stage of 85100 fruits per
treatment. Further, a subset of these was also harvested at each
stage to determine whole fruit fresh and dry weight, as well as
the maximum efﬁciency of photosystem II photochemistry (Fv/Fm
ratio, an indicator of chloroplast functionality).
Unless stated otherwise, all chemicals and reagents were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Germany) and were of HPLC grade
or superior.
2.2. Vitamin E and pigment determination
The extraction of vitamin E compounds, total carotenoids,
chlorophyll and anthocyanins was performed after Miret et al.
(2014), as follows. In brief, 100 mg of tissue was ground with the
mixer mill MM400 (Retsch GmbH, Germany) and extracted with
cold methanol by repeated vortexing and ultrasonication (Branson
2510 ultrasonic cleaner; Bransonic, USA). The procedure was
repeated several times until the pellet was colorless. After centrifu-
gation, the collected supernatants were merged. Vitamin E was
determined by HPLC with ﬂuorescence detection using a calibra-
tion curve prepared with authentic standards for each tocopherol
and tocotrienol compound (Miret et al., 2014). Chlorophyll, carote-
noids and anthocyanin levels (as cyanidin-3-glucoside equivalents)
were determined spectrophotometrically (Lichtenthaler &
Wellburn, 1983; Siegelman & Hendricks, 1958).
J.A. Miret, S. Munné-Bosch / Food Chemistry 203 (2016) 216–223 217
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2.3. Vitamin C determination
Vitamin C contents, both its reduced and oxidized forms—ascor-
bic acid (AA) and dehydroascorbate (DHA)—were determined by
the enzymatic method. In brief, 100 mg of tissue was ground with
the mixer mill MM400 and extracted with cold 6% (w/v) meta-
phosphoric acid and 0.2 mM diethylene triamine pentaacetic acid
by vortexing and ultrasonication. After centrifugation, vitamin C
determinations were performed in triplicate after Queval and
Noctor (2007) using a quartz microplate. Vitamin C redox state
was calculated as AA(AA + DHA)1 and expressed as a percentage.
2.4. Hydrogen peroxide, lipid hydroperoxides and total phenols
determination
For hydrogen peroxide determination, frozen tissue was ground
with the mixer mill MM400 and extracted with cold 5% (w/v) tri-
chloroacetic acid by repeated vortexing and ultrasonication. Inter-
fering compounds were removed with polyvinylpolypyrrolidone
(PVPP). Hydrogen peroxide contents were determined in triplicate
by the Ferrous-Orange Xylenol (FOX)method, with the extract trea-
ted with catalase as a negative control for each sample and incu-
bated with ascorbate oxidase to remove possible interferences by
ascorbic acid (Queval, Hager, Gakière, & Noctor, 2008).
For lipid hydroperoxides and total soluble phenols determina-
tion, frozen tissue was ground with the mixer mill MM400 and
extracted with cold methanol containing 0.01% (w/v) butylated
hydroxytoluene (to avoid further peroxidation) by repeated vortex-
ing and ultrasonication. Total soluble phenols were determined in
triplicate through the Folin–Ciocalteu method with tannic acid as
standard (Ainsworth & Gillespie, 2007). Interfering compounds
were removed with PVPP before lipid hydroperoxides were
determined in triplicate by the FOX-2 method (Bou, Codony, Tres,
Decker, & Guardiola, 2008), with the extract treated with triph-
enylphosphine as a negative control for each sample and expressed
as hydrogen peroxide equivalents, after a concurrently assayed
standard curve.
2.5. Protein and vitamin C enzymatic activity determination
Protein contents, ascorbate oxidase (AO) and dehydroascorbate
reductase (DHAR) enzymatic activities were extracted with a buf-
fer containing 1 M NaCl, 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid,
0.05% (v/v) b-mercaptoethanol, 5% (w/v) PVPP in 150 mM KPO4
buffer pH 7.5. Presence of 1 M NaCl recovered both soluble and
ionically bound activity. Protein concentration was determined
with Bradford reagent (Panreac, Spain) and bovine serum albumin
as standard using the 590/450 nm absorbance ratio, after Zor and
Selinger (1996). AO activity was determined as described else-
where (Hossain, Nakano, & Asada, 1984). Assay conditions: 10 ll
extract with up to 200 ll 100 mM KPO4 pH 6.5 containing
0.1 mM ascorbic acid, monitoring ascorbic acid consumption at
265 nm. DHAR activity was determined as described (Nakano &
Asada, 1981). Assay conditions: 20 ll extract, up to 200 ll
100 mM KPO4 pH 6.5 containing 3 mM reduced glutathione and
2.5 mM dehydroascorbate, monitoring ascorbic acid generation at
265 nm and corrected for oxidized glutathione absorbance.
Ascorbate peroxidase (APX) and monodehydroascorbate reduc-
tase (MDHAR) enzymatic activities were extracted with the above
described enzymatic activity extraction buffer with the addition of
5 mM ascorbic acid to preserve plastidial APX activity. APX activity
was determined as described (Nakano & Asada, 1981). Assay condi-
tions: 20 ll extract, up to 160 ll 100 mM KPO4 pH 7.0 containing
2.5 mM hydrogen peroxide, monitoring ascorbic acid consumption
at 290 nm. MDHAR activity was determined as described (Hossain
et al., 1984). Assay conditions: 10 ll extract, up to 200 ll 100 mM
KPO4 pH 7.8 containing 0.6 mM ascorbic acid, 0.25 mM NADH and
0.8 U ml1ascorbate oxidase, monitoring NADH consumption at
340 nm.
All reagents were freshly prepared and ﬁltered through 0.5 lm
PVDF ﬁlters just before use. All enzymatic activity assays were per-
formed at least in triplicate with negative controls concurrently
running with a Hellma Analytics (Germany) quartz microplate
(when required) and a BioRad (USA) xMarkmicroplate spectropho-
tometer set at 25 C. The maximum rates were calculated with
MPM6.0 software (BioRad) with at least 4 ﬁtting points, using the
fastest reading rate enabled by the spectrophotometer (every 8 s).
2.6. Statistical analyses
Unless stated otherwise, all analyses considered 5 independent
biological replicates. Analysis of variance ANOVA was performed to
examine statistical differences between stages and/or treatments,
using the Tukey-b post hoc test. Differences were considered
signiﬁcant at a probability level of P 6 0.05. All analyses were
conducted using SPSS software (Release Version 20; IBM, USA).
3. Results & discussion
3.1. Effects of ABA/pyrabactin on vitamin E, carotenoids and
anthocyanins
Red raspberry fruit development and ripening was character-
ized by texture and color changes, concurrently with a decrease
in chlorophyll and carotenoid contents (Fig. 1, Suppl. Fig. 1). Devel-
opment was ﬁrst characterized by the transition from the initial
green stage to white stage, which was followed by a brief pink
transition phase at the onset of ripening—when anthocyanin accu-
mulation and softening started to develop. This led to the red
phase, presenting bright red and ﬁrm but softer fruits. Dark red
was the latest studied stage presenting darker and softer fruits.
Applications of 105 M ABA and/or pyrabactin just after fruit set
(ABA/pyrabactin, hereon) did not affect the progression through
developmental stages (n = 85–100, Suppl. Fig. 2), nor yet fresh,
dry weights or fruit water content at the different stages (Suppl.
Fig. 3). No signiﬁcant differences on pigment contents (carote-
noids, anthocyanins) were observed in fruits treated with ABA
and/or pyrabactin, neither in absolute contents nor relative to
chlorophyll levels (Suppl. Fig. 4).
The four tocopherol homologues (a-, b-, c- and d-tocopherol)
were detected through all stages of fruit development and ripening
(Fig. 1, Suppl. Fig. 5), being a- and d-tocopherol the major forms. No
tocotrienols (the other group of compounds that constitute vitamin
E) were detected. Total vitamin E levels slowly decreased through-
out development and ripening till commercial ripeness. After vita-
min E levels attained a minimum at the red stage, levels rose up
to 46 lg gDW1 in the dark red stage. The application of ABA/pyra-
bactin after fruit set did not alter vitamin E contents or composition
through fruit ripening (Suppl. Fig. 5). Large variations in vitamin E
contents between varieties have been reported in ripe raspberries,
witha-,c- and d-tocopherol consistently found in different varieties
(Beekwilder et al., 2008; Carvalho, Fraser, & Martens, 2013). These
reports quantiﬁed vitamin E compounds through different high per-
formance chromatographic techniques coupled to UV detection,
while in the present study vitamin E compounds were quantiﬁed
through ﬂuorescence, a more sensitive detection method.
3.2. Effects of ABA/pyrabactin treatments on vitamin C
Vitamin C contents—sum of reduced and oxidized forms, ascor-
bic acid (AA) and dehydroascorbate (DHA)—decreased after the
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green stage to present no further major changes during fruit devel-
opment and ripening in non-treated fruits (Fig. 1). Redox state (the
ratio between the reduced form and the total vitamin C pool) did
not change during fruit development and ripening. ABA/pyrabactin
application led, however, to changes on total vitamin C content in
the dark red stage (latest sampled stage); ABA treatment more
than doubled ascorbic acid contents at this stage (Fig. 2)—from
7.4 (control) to 15.8 lmol gDW1—while almost doubled total
vitamin C content from 8.2 to 15.9 lmol gDW1 (Suppl. Fig. 6).
Treatments including pyrabactin (combined or not with ABA) also
showed a major, but smaller, rise on ascorbic acid and total vitamin
C contents (Fig. 2, Suppl. Fig. 6).
While ABA/pyrabactin applications caused only minor changes
on vitamin C contents until the last sampled stage, they changed
its redox state throughout the different development and ripening
stages. Whereas control fruits showed a redox state between 82%
and 90% throughout fruit development and ripening, the redox
state pattern changed signiﬁcantly after ABA/pyrabactin
applications. At the white stage, pyrabactin and ABA + pyrabactin
treated fruits showed a lower redox state compared to controls.
In the pink state (corresponding to the onset of fruit ripening)
ABA + pyrabactin maintained a lower redox state, while ABA and
pyrabactin treatments alone were higher, but still lower than con-
trols. At the red stage, the ABA treatment recovered the difference
with the control, while pyrabactin and ABA + pyrabactin were still
lower. Finally, at the dark red stage all redox states where compa-
rable, thus the difference between treatments disappeared. White
was the only stage when ABA was lower than control, while treat-
ments containing pyrabactin (pyrabactin and ABA + pyrabactin)
presented a more oxidized redox state during most of the develop-
ment and ripening, from white to red stages. Without major
changes on ascorbic acid, changes in redox state were caused by
higher dehydroascorbate content relative to the controls. In the
dark red stage, these differences between treatments disappeared,
compensated by the rise of ascorbic acid and total ascorbate pool
levels. While there are some descriptions of the effects of genetic
(cultivar) and environmental (season, climate, agricultural prac-
tices) factors on vitamin C contents at harvest (Beekwilder et al.,
2005; De Ancos et al., 2000), there is scarce information about
the evolution of vitamin C contents throughout raspberry develop-
ment and ripening. Only Krüger et al. (2011) previously reported
ascorbic acid contents in three ripeness stages (in cv. ‘Tulameen’):
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Fig. 1. Characterization of raspberry fruit ripening. Pigments—chlorophylls, carotenoids and anthocyanins—total vitamin C, and its redox state (AA(AA + DHA)1; and total
vitamin E contents throughout development and ripening stages (for details on stages, see Suppl. Fig. 1). Data represent the mean ± SE of n = 5. Results of one-way ANOVA
with P-values are shown in the inlets. Letters indicate differences between experimental conditions (Tukey-b test, P 6 0.05). AA, ascorbic acid; DHA, dehydroascorbate. G,
green; W, white; P, pink; R, red; DR, dark red. NS, not signiﬁcant.
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semi-ripe, ripe and slightly over-ripe. No changes of ascorbic acid
levels were observed and no information was reported on total
ascorbate or its redox state.
While the role of ABA metabolism and signaling in non-
climacteric fruit ripening (and its association with ripening traits)
has been described in the literature, to the best of our knowledge
there are no previous reports directly relating ABA and vitamin C
contents in ripening fruits. There is scarce literature about the pos-
sible effects of plant growth regulators on vitamin C metabolism
and ultimately its contents (Lee & Kader, 2000). Actually, the
reverse relationship is well stablished, where vitamin C can
become a limiting factor in ABA synthesis and, at the same time,
modulate ABA signaling (Pastori et al., 2003). In most organs
vitamin C is synthesized through the L-galactose pathway from
D-glucose. However, during the development and ripening of fruits,
there is evidence that the D-galacturonate pathway is the most rel-
evant, using cell wall degradation products as substrate, with
galacturonates released from pectin degradation (Cruz-Rus,
Amaya, Sánchez-Sevilla, Botella, & Valpuesta, 2011; Gallie, 2013).
ABA is a key regulator for color development in non-climacteric
fruits but also is important for other ripening characteristics like
the promotion of cell wall degradation and speciﬁcally pectin
degradation associated fruit softening (Setha, 2012; Symons
et al., 2012). While the underlying signaling mechanisms are not
clear, ABA has also been involved in other major carbohydrate
mobilizations in response to stresses and development (Gläßer
et al., 2014; Kempa, Krasensky, Dal Santo, Kopka, & Jonak, 2008;
Romero et al., 2012). It can be hypothesized that the alteration of
ABA levels pattern, rising its levels through exogenous applications
at early stages might have enhanced the degradation of pectin and
thus potentially the accumulation of vitamin C in the ripe fruit.
The ascorbate pool and redox state has been reported to change
during the fruit development and ripening, associated with
changes in synthesis, oxidation and recycling of ascorbic acid
(Alós, Rodrigo, & Zacarías, 2013, 2014). Enzymatic activity of ascor-
bic acid oxidizing and recycling enzymes may help explain the
observed changes in redox state. Ascorbic acid can be oxidized to
dehydroascorbate through a number of pathways: (i) direct scav-
enging of some reactive oxygen species (ROS), (ii) through a enzy-
matically catalyzed scavenging of ROS (like ascorbate peroxidase,
APX), (iii) enzymatically coupled to oxygen reduction (e.g., ascor-
bate oxidase, AO), (iv) regenerating other oxidized compounds
(like a-tocopherol), or (v) ascorbate can also be consumed as a sub-
strate to generate oxalate and tartrate—the latter still not known if
relevant in raspberry fruits— (Debolt, Melino, & Ford, 2007; Foyer
& Noctor, 2011). Its recycling back to the reduced form is always
enzymatically catalyzed by monodehydroascorbate and dehy-
droascorbate reductases (MDHAR, DHAR) through the ascorbate–
glutathione cycle (Foyer & Noctor, 2011). Finally, if dehydroascor-
bate is accumulated, it is spontaneously hydrolyzed and irre-
versibly degraded. In raspberry, hydrogen peroxide contents
presented a decline through fruit development and ripening, but
were also higher during the onset of fruit ripening (pink stage)
when treated with ABA or ABA + pyrabactin (Fig. 3); these changes
were not associated with changes on APX activity (Fig. 2;
expressed on a dry weight basis in Suppl. Fig. 7). The combination
of higher oxidizing enzymatic activity (AO, APX) and lower reduc-
ing activity (DHAR, MDHAR) contributed to a more oxidized state
of the ascorbate pool. Rises in ascorbate oxidase activity have been
associated to the onset of ripening in non-climacteric fruits (Pilati
et al., 2007), but this was not observed in raspberry. Changes in
ascorbate synthesis and recycling enzymes (DHAR, MDHAR) are
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Fig. 2. Vitamin C contents of ripening raspberry treated with ABA and/or pyrabactin through development and ripening stages. Ascorbic acid and vitamin C pool redox state
(AA(AA + DHA)1). Data represent the mean ± SE of n = 5. Results of two-way ANOVA are shown in the inlets. Letters indicate differences between experimental conditions
(Tukey-b test, P 6 0.05). AA, ascorbic acid; ABA, abscisic acid; DHA, dehydroascorbate; pyr, pyrabactin. G, green; W, white; P, pink; R, red; DR, dark red. NS, not signiﬁcant.
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usually correlated to ascorbic acid content in ripening fruits (Alós
et al., 2013, 2014). Nevertheless, the observed concurrent rise in
APX, AO and MDHAR activities at the dark red stage might account
for the recovery in vitamin C redox state at the end of fruit ripening
after pyrabactin containing treatments.
3.3. Protein contents and other parameters
Total soluble phenols contents (Ainsworth & Gillespie, 2007)
presented no clear trend through fruit development and ripening
and no effect of ABA/pyrabactin was found (Suppl. Fig. 7). This
might be counter intuitive as anthocyanin accumulation is visually
apparent after the onset of ripening. The neutral change in total
phenolics may result from the fact that ellagitannins (the other
major polyphenol in raspberries) rise ﬁrst, then decrease as antho-
cyanins increase with ripening, resulting in no net changes. Lipid
hydroperoxide contents—a marker of oxidative damage—were
low and presented high variability (Fig. 3), especially at the pink
transition stage, with no evident correlation with hydrogen perox-
ide or vitamin E contents (Fig. 4).
Total soluble protein content rose throughout fruit ripening in
untreated fruits. When treated with ABA, the fruits presented the
same pattern of protein accumulation (Fig. 5, Suppl. Fig. 7). How-
ever, the fruits presented a sharp decrease on protein content at
the dark red stage when treated with pyrabactin containing treat-
ments—either separated or combined with ABA (pyrabactin and
ABA + pyrabactin treatments). No signiﬁcant effects on protein
content were evident at previous stages. Although protein content
is not a major quality concern in fruits, because of their low protein
contents, raspberries are one of the commercial ﬂeshy fruits with
the highest protein content (USDA National Nutrient Database for
Standard Reference, Release 28 (2015): Fruits and Fruit Juice.
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Fig. 3. Oxidative stress markers in raspberries treated with ABA and/or pyrabactin
throughout development and ripening stages. Hydrogen peroxide (H2O2) and total
lipid hydroperoxides (LOOH, as hydrogen peroxide equivalents). Data represent the
mean ± SE of n = 5. Results of two-way ANOVA are shown (P 6 0.05; Tukey-b test).
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Fig. 4. Enzymatic activity of ascorbate consuming and recycling enzymes expressed as nanokatals mg protein1 of raspberries treated with ABA and/or pyrabactin
throughout development and ripening stages. Data represent mean ± SE of n = 5. Results of two-way ANOVA are shown (P 6 0.05; Tukey-b test). AO, ascorbate oxidase; APX,
ascorbate peroxidase; DHAR, dehydroascorbate reductase; MDHAR, monodehydroascorbate reductase. ABA, abscisic acid; pyr, pyrabactin. G, green; W, white; P, pink; R, red;
DR, dark red. NS, not signiﬁcant.
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Retrieved from http://ndb.nal.usda.gov/), thus negative effects of
pyrabactin on protein contents might limit its potential applicabil-
ity in the market. In any case, it should be considered that ﬂeshy
fruits are never a major source of protein in most diets, with a typ-
ical serving size of raw raspberries containing less than 2% of the
recommended protein dietary intake (median serving size 16 g
[The Irish Food Portion Sizes Database, 1st edition. Retrieved from
http://www.iuna.net/]).The effect of ABA applications to ﬂeshy
fruits depend, at least in part, on the stage of development at the
time of treatments (Giribaldi, Hartung, & Schubert, 2009; Setha,
2012). ABA perception pathways—expression patterns of different
ABA PYR/PYL receptors and the associated transduction path-
ways—dynamically change during fruit ripening and are strictly
genetically regulated (Romero et al., 2012). In most cases, the stud-
ied applications take place just before or near the onset of fruit
ripening and the observed impact is variable, usually reporting
an enhanced accumulation of phenols (including anthocyanins)
and soluble sugars, as well as enhanced antioxidant activity and
fruit softening (Setha, 2012). When ABA is applied near fruit set
the outcomes are variable. In climacteric fruits—like tomato and
banana—exogenous ABA promoted ethylene and ABA production,
accelerating ripening (Setha, 2012; Zhang et al., 2009). In non-
climacteric fruits like grape, the application of ABA and other plant
growth regulators near veraison (the onset of fruit ripening) is a
widely studied strategy to modify the hormonal balance and thus
impact quality traits, especially color through a promotion of
anthocyanin metabolism. However, when applied at the green
stage, tannins contents and metabolism are also affected
(Lacampagne, Gagné, & Gény, 2010). In the present study, it is
shown for the ﬁrst time in a non-climacteric fruit that ABA and
pyrabactin may have a large impact on fruit quality by modulating
the vitamin C composition of raspberries.
However, when exogenous ABA and/or its agonists are directly
applied to edible parts of the plant, such as developing fruits, con-
sumer safety aspects should be considered. ABA is not only a plant
growth regulator, but is also produced by a wide range of animals,
from lower animals to many mammalian tissues, where it acts as a
paracrine regulator involved in stress responses, immune regula-
tion and insulin regulation (Tossi, Cassia, Bruzzone, Zocchi, &
Lamattina, 2012). Furthermore, ABA commercial applications are
limited by its photosensitivity and fast metabolization (Zaharia
et al., 2005). In this respect, pyrabactin applications could be
promising, although the minimal negative impact of a reduced pro-
tein content might limit its potential applicability.
In conclusion, the application of ABA and/or pyrabactin just
after fruit set led to major changes in vitamin C accumulation in
raspberry fruits. While the applications caused no changes in car-
otenoid or vitamin E contents, vitamin C levels and its redox state
were modiﬁed. Major changes on total vitamin C occurred during
the transition between red and dark red stage, when ascorbate
levels sharply rose, especially when only ABA was applied, more
than doubling ascorbate levels. Furthermore, treated fruits pre-
sented a more oxidized pool of ascorbate during most stages of
development and ripening, with no differences at the end of ripen-
ing relative to controls. ABA is particularly sensitive to light, mak-
ing potential non-photosensitive compounds like pyrabactin
promising commercial alternatives. Although pyrabactin doubled
vitamin C contents, it reduced protein content.
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Supplementary Fig. 1. Ripening stages defined according to a subjective assessment of 
berry color, adapted from Penelope Perkins-Veazie & Nonnecke (1992). Composed image. 
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Supplementary Fig. 2. Detail of days elapsed between developmental and ripening stages 
and the time of application (after fruit set); days elapsed at each stage; and days elapsed between 
different stages one by one. mean ± SE of n = 85-100. Two-way ANOVA P-values in the inlets, 
letters indicate differences between experimental conditions (Tukey-b test, P ≤ 0.05). ABA, 
abscisic acid; pyr, pyrabactin. NS, not significant. G, green; W, white; P, pink; R, red; DR, dark 
red. 
Stage



































































Supplementary Fig. 3. Whole fruit fresh (FW) and dry weight (DW; oven dried at 7ºC 
until constant weight), whole fruit hydration ((FW-DW)·DW-1) and Fv/Fm (maximum quantum
yield of PSII) of raspberries treated with ABA and/or pyr throughout development and ripening 
stages. Data represent the mean ± SE of n = 5. Two-way ANOVA P-values in the inlets, letters 
indicate differences between experimental conditions (Tukey-b test, P ≤ 0.05). ABA, abscisic 
acid; pyr, pyrabactin. NS, not significant. G, green; W, white; P, pink; R, red; DR, dark red. 
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Supplementary Fig. 4. Pigments—chlorophylls, total carotenoids and anthocyanins—of 
ripening raspberry treated with ABA and/or pyr through development and ripening stages. 
mean ± SE of n = 5. Two-way ANOVA P-values in the inlets (P ≤ 0.05), letters indicate 
differences between experimental conditions (Tukey-b test, P ≤ 0.05). ABA, abscisic acid; pyr, 
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Supplementary Fig. 5. Evolution of the four homologues (α-, β-,γ- and δ-tocopherol) of 
vitamin E in raspberries treated with ABA and/or pyr throughout development and ripening 
stages. Data are the mean ± SE of n = 5. Two-way ANOVA P-values in the inlets, letters 
indicate differences between experimental conditions (Tukey-b test, P ≤ 0.05). ABA, abscisic 
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Supplementary Fig. 6. Vitamin C total and dehydroascorbate (DHA) of raspberries 
treated with ABA and/or pyr throughout development and ripening stages. Data are the mean ± 
SE of n = 5. Two-way ANOVA P-values in the inlets, letters indicate differences between 
experimental conditions (Tukey-b test, P ≤ 0.05). ABA, abscisic acid; pyr, pyrabactin. NS, not 
significant. G, green; W, white; P, pink; R, red; DR, dark red. 
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Supplementary Fig. 7. Enzymatic activity of ascorbate consuming and recycling enzymes 
expressed as nanokatals·mg dry weight-1 of ripening raspberry treated with ABA and/or pyr 
through development and ripening stages. Data are the mean ± SE of n = 5. Two-way ANOVA 
P-values are shown in the inlets, letters indicate differences between experimental conditions 
(Tukey-b test, P ≤ 0.05). AO, ascorbate oxidase; APX, ascorbate peroxidase; DHAR, 
dehydroascorbate reductase; MDHAR, monodehydroascorbate reductase. ABA, abscisic acid; 
pyr, pyrabactin. NS, not significant. G, green; W, white; P, pink; R, red; DR, dark red.
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RESUM DEL CAPÍTOL 3 
La senescència post-collita i els estressos associats limiten la longevitat i valor 
nutricional de les hortalisses. Una major comprensió d’aquests processos crea 
opcions per un millor maneig. Després de la collita, l’exposició controlada a 
estressos abiòtics i/o hormones exògenes pot millorar trets nutricionals, 
organolèptics i de longevitat. Durant la senescència foliar, els nivells d’àcid 
abscísic (ABA) augmenten progressivament. Les funcions biològiques d’aquesta 
hormona durant el transcurs de la senescència encara necessiten ser aclarits. La 
senescència post-collita de fulles de col verda (Brassica oleracea L. var. capitata) 
va ser caracteritzada a dues condicions d’emmagatzemament: fred (4ºC) i 
temperatura ambient (25ºC). El perfil hormonal de regions del limbe foliar (apical, 
medial, basal) revelà una disminució dels nivells de citocinines durant els primers 
dies en ambdues condicions, mentre l’ABA només incrementà a 25ºC. Tractaments 
amb ABA i un agonista parcial de l’ABA (pirabactina) durant 8 dies no van causar 
efectes significatius als continguts hídrics i de pigments, però incrementà 
la integritat cel·lular i alterà els continguts d’àcid 1-aminociclopUopj-1-
carboxtlic (ACC) i citocinines. L’anàlisi transcriptòmic mostrà regulació 
transcripcional del metabolisme i les respostes d’ABA, citocinines i etilè; 
components del complex ubiquitina-ligasa; reguladors de la senescència; 
protecció de la funcionalitat del cloroplast i l’homeòstasi cel·lular; i supressió 
de respostes de defensa a estressos abiòtics (incloent-hi el metabolisme de 
glucosinolats i fenilpropanoïdes). D’aquesta manera, es conclou que 
l’augment dels nivells d’ABA (o del seu agonista parcial pirabactina) des 
del principi de la post-collita suprimeix la senescència de fulles 
emmagatzemades a temperatura ambient, modifica la regulació 
transcripcional del metabolisme dels glucosinolats i regula a la baixa els 
mecanismes de defensa contra estressos biòtics. Aquests resultats suggereixen la 
possibilitat de manipular la senyalització d’ABA per millorar la qualitat 
post-collita d’hortalisses verdes emmagatzemades a temperatura ambient. 
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ABA signalling manipulation suppresses senescence of a leafy vegetable 
stored at room temperature
Javier A. Miret1,a, Sergi Munné-Bosch1 and Paul P. Dijkwel2 
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Summary 
Post-harvest senescence and associated stresses limit the shelf-life and nutritional value of 
vegetables. Improved understanding of these processes creates options for better management. 
After harvest, controlled exposure to abiotic stresses and/or exogenous phytohormones can 
enhance nutraceutical, organoleptic and commercial longevity traits. With leaf senescence, 
abscisic acid (ABA) levels progressively rise, but the actual biological functions of this hormone 
through senescence still needs to be clarified. Post-harvest senescence of detached green cabbage 
leaves (Brassica oleracea var. capitata) was characterised under cold (4ºC) and room 
temperature (25ºC) storage conditions. Hormonal profiling of regions of the leaf blade (apical, 
medial, basal) revealed a decrease in cytokinin contents during the first days under both 
conditions, while ABA only increased at 25ºC. Treatments with ABA and a partial agonist of 
ABA (pyrabactin) for 8 days did not lead to significant effects on water and pigment contents, 
but increased cell integrity and altered 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) and 
cytokinin contents. Transcriptome analysis showed transcriptional regulation of ABA, cytokinin 
and ethylene metabolism and signalling; proteasome components; senescence regulation; 
protection of chloroplast functionality and cell homeostasis; and suppression of defence 
responses (including glucosinolates and phenylpropanoids metabolism). It is concluded that 
increasing the concentration of ABA (or its partial agonist pyrabactin) from the start of post-
harvest suppresses senescence of stored leaves, changes the transcriptional regulation of 
glucosinolates metabolism and downregulates biotic stress defence mechanisms. These results 
suggest a potential for manipulating ABA signalling for improving post-harvest quality of leafy 




Food loss represents up to a third of 
worldwide production, but 45% of fruits and 
vegetables deteriorate before reaching the 
consumer (FAO, 2016). In developing 
countries, the post-harvest losses of vegetables 
may account for even a higher fraction of 
produce yield (FAO, 2016; Thongsavath et al., 
2012). Global change and the forecasted 
increase in the frequency of extreme weather 
events will further strain the production and 
logistic chain from the field to the consumer, 
especially in the developing world 
(Gustavsson et al., 2011; Thongsavath et al., 
2012). 
Post-harvest senescence and stresses limit 
the storage and shelf-life of vegetables; with 
an improved understanding of the perception 
of this environment and the subsequent 
physiological responses, options for better 
management become possible (Toivonen, 
2004; Toivonen and Hodges, 2011). From the 
time of harvest, quality declines in vegetables, 
including visual symptoms, such as loss of 
turgor and yellowing, as well as loss of 
nutraceutical and organoleptic metabolites 
(Cantwell and Suslow, 2001). Low-
temperature storage is the single most effective 
method for prolonging post-harvest life, 
reducing respiration rate, ethylene production 
and sensitivity, moisture loss, and growth of 
pathogens (Thompson et al., 2002). However, 
cold post-harvest storage can have a negative 
impact on the organoleptic and nutraceutical 
traits of leafy vegetables (Cantwell and 
Suslow, 2001; Kramchote et al., 2012; Liu et 
al., 2015), and not in all markets the cold chain 
can be properly maintained (Thongsavath et 
al., 2012). Environmental factors can be 
leveraged to increase nutritional value, 
antioxidant content, organoleptic 
characteristics and eventually commercial 
longevity; but storage at ambient conditions 
can hinder produce quality and value (Adams 
et al., 2016; Toivonen and Hodges, 2011; 
Villarreal-García et al., 2016). Therefore, 
methods to ensure the post-harvest quality of 
vegetables at room temperature should be 
improved. 
Plant hormones are known to affect leaf 
senescence, but they also regulate plant 
development and stress responses (Bartoli et 
al., 2013; Schippers et al., 2007). For this 
reason, it has been difficult to unravel how 
different hormones regulate the onset and 
progression of leaf senescence; if acting 
directly on leaf senescence, or indirectly 
through altering the developmental programme 
or the response to stresses. Leaves are 
insensitive to senescence-inducing 
environment signals till they have reached a 
certain developmental stage (Jibran et al., 
2013; Jing et al., 2005). Depending on the 
previous occurrence of accumulated age-
related changes the leaf can integrate 
environmental cues, which if adverse, will 
induce the onset of senescence. The role of the 
rise of ABA contents and ABA signalling 
changes during leaf senescence is less clear 
(Sun et al., 2016; Zhao et al., 2016). ABA is 
involved in both developmental processes 
(Finkelstein, 2013) and stress responses 
(Nakashima and Yamaguchi-Shinozaki, 2013). 
In many processes, ABA promotes 
accumulation of antioxidants and protects 
chloroplast functionality (Ghassemian et al., 
2008; Ivanov et al., 1995; Leng et al., 2014). 
Therefore, manipulation of its levels or 
signalling offers potential for biotechnological 
applications, including the regulation of 
dormancy and germination (Rademacher, 
2015), manipulation of fruit maturation (Ji et 
al., 2012; Miret and Munné-Bosch, 2016; 
Setha, 2012), tissue culture systems (Rai et al., 
2011) and enhancing tolerance to abiotic 
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stresses (Blum, 2015; Travaglia et al., 2010; 
Zhao et al., 2016). Further, ABA may control 
many of the developmental age-related 
changes associated with sensibility to 
senescence-inducing signals (Jibran et al., 
2013), notably keeping redox and membrane 
homeostasis. These activities also play a role 
in protecting the cellular functions required for 
progression and completion of senescence 
(Jibran et al., 2013; Lim et al., 2007; Zhao et 
al., 2016). At the same time, ABA may 
promote senescence by promoting ethylene 
biosynthesis or through ethylene-independent 
pathways (Zhao et al., 2016). Besides, the 
relationship between ABA and ethylene 
synthesis and signalling differs depending on 
organ type, age and physiological state 
(Ghassemian et al., 2000). Thus, the potential 
effect of ABA on leaf senescence strikes as 
being strongly dependent on the 
developmental state of the leaf. 
The discovery of the PYR/PYL/RCAR 
ABA receptor family (Park et al., 2009) has 
accelerated the unravelling of ABA signal 
transduction and its interaction with ABA 
response modulators and effectors. In the 
presence of ABA, a complex is formed 
between ABA, PYR/PYL/RCAR receptors 
and PP2Cs, releasing SnRK2 from PP2Cs 
inhibition. SnRK2s, then activate effectors and 
regulators of ABA response. Free PP2Cs can 
also interact with other effectors and regulators 
(Laporte et al., 2012; Park et al., 2009; 
Umezawa et al., 2010). Further, ubiquitin-
ligases and phosphatases act as a layer of post-
translational regulation of most elements of 
this system whose biological function we are 
only starting to decipher (Mazzucotelli et al., 
2008; Yang et al., 2017). 
Green cabbage (Brassica oleracea L. var. 
capitata) is an economically important crop, 
widely consumed either fresh, steamed or 
cooked (Chiang et al., 1993). Cabbage is rich 
in health beneficial secondary metabolites that 
prevent chronic degenerative diseases, such as 
antioxidants, glucosinolates, phenylpropanoids 
and other bioactive compounds (Manchali et 
al., 2012; Podsedek, 2007; Traka and Mithen, 
2009). These compounds not only present 
nutraceutical and organoleptic interest, but 
also have been associated with increased 
abiotic and biotic stress tolerance in crops 
(Ishida et al., 2014). Brassica oleracea 
breeding has generated a wide diversity of 
varieties, with different morphology and edible 
parts (Liu et al., 2014). Research into post-
harvest senescence has focussed on broccoli 
florets, while leafy B. oleracea, such as pak 
choy, brussels sprouts, kale and cabbage, is 
less well studied. Broccoli post-harvest 
senescence is marked by a decline in 
carbohydrates, proteins and antioxidants 
leading to pigment deterioration, lipid 
peroxidation and eventual necrosis (Coupe et 
al., 2003; Guo et al., 2011). These results may 
partially extend to leafy Brassica; however, 
while they belong to the same species, 
comparisons should be cautious as broccoli 
comprises immature inflorescences while 
cabbage represents leaves. 
The post-harvest senescence of detached 
green cabbage leaves was characterised in a 
first experiment, mimicking typical storage 
conditions. After purchase, leaves were stored 
either in a cold room (Cold treatment; 
emulating a fridge); or in a laboratory growth 
chamber (Room Temperature; cupboard). 
Over 9 days of storage, a physiological and 
hormonal profile of different regions of the 
leaf (apical, medial and basal strips) was 
obtained, identifying ABA at the start of post-
harvest as a possible target for manipulation. 
Biochemical and transcriptomic tools were 
applied to study the effects of ABA/Pyr 
treatments to hormonal regulation, leaf 
function homeostasis, and the regulation of 
relevant nutraceutical and organoleptic 
compounds during post-harvest under Room 




Characterization of green cabbage post-
harvest senescence under contrasting storage 
conditions 
First, cabbage post-harvest senescence 
under Cold and Room Temperature conditions 
was studied. Whole leaf biomass decreased 
under Room Temperature conditions (RT, 
25ºC), losing half its initial weight after 10 
days (Figure S2) even under high relative 
humidity (75%). In contrast, after storage at 
4ºC, leaves lost just 20%. All other 
physiological and biochemical analyses were 
performed independently for apical, medial 
and basal strips of the leaf, separated at 
sampling (Figures 1, S1-S8). Apical strips 
from leaves kept at 4oC showed less water loss 
than those kept at RT, while only slight 
differences appeared in the basal strip. After 
four days of storage, the maximum efficiency 
of the photosystem II (Fv/Fm) dramatically 
decreased in all strips at RT, with no changes 
under Cold conditions. Likewise, decreases in 
chlorophyll levels depended on storage 
temperature, with carotenoids following 
similar patterns in the medial and basal strips, 
and no changes in the apical strip. These 
changes were manifested as a progressive 
yellowing and an appreciable water loss, 
starting in the apex and margins of the leaf 
blade (Figure 1). Leaves maintained at 4ºC 
remained green, with a certain water loss only 
appearing after more than 8 days.  
Figure 1. (up) Visual effects of Cold and Room Temperature storage conditions on green cabbage leaves.
(down) Relative Water Content (RWC) and chlorophyll (Chl) of three strips of green cabbage leaves under
Cold and RT storage conditions. mean±SE of five replicates. Three-way ANOVA p-values, asterisks indicate
differences between experimental conditions. 
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The storage conditions caused major 
changes in the hormonal profile (Figure 2, S5-
8). After an initial decrease in cytokinins 
contents, no differences appeared in CKtotal 
levels between strips. Only in the basal strip of 
the RT leaves, t-zeatin remained at the initial 
levels but decreased when kept at 4ºC. 
Dehydrozeatin, the most abundant cytokinin, 
decreased during the first 4 days across all 
strips without differences by storage condition. 
ABA contents increased considerably in leaves 
stored at RT, following a similar pattern in the 
three analysed strips—up to 6-9-fold of initial 
levels. Cold-stored leaves showed a smaller 
rise in apical and medial strips (3-fold), while 
the basal strip presented a later but major 
increase. At the same time, ACC contents 
(immediate precursor of ethylene) showed 
distinct patterns in the different strips under 
each storage condition. 
Characterization of cabbage post-harvest 
physiology after ABA signal manipulation by 
ABA/Pyr 
ABA levels increased over 6-fold in tissue 
stored at RT. Therefore, in a subsequent 
experiment, ABA and/or pyrabactin 
(ABA/Pyr) were applied exogenously to 
leaves stored at RT every other day, for 8 
days. These treatments did not significantly 
affect pigments levels (Chl, carotenoids; 
Figures 3, S9), but increased apical strip 
hydration, as compared to untreated leaves. 
The application of ABA, Pyr or the combined 
ABA+Pyr treatment increased membrane 
stability (MSI). Meanwhile, Fv/Fm, dependent 
on membrane integrity, showed no significant 
difference between treatments. MDA levels, a 
product of lipid peroxidation, also did not 
present significant differences. Neither 
hydrosoluble (ascorbic acid, ascorbate redox  
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Figure 2. Abscisic acid (ABA), 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) and CKtotal
(analysed cytokinins sum) of three strips of green cabbage leaves under Cold and RT storage
conditions. mean±SE of five replicates. Three-way ANOVA p-values, asterisks indicate differences
between experimental conditions. 
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state) nor liposoluble (total carotenoids, Į-
tocopherol) antioxidants levels were different 
between treatments. Another measure of 
membrane and cell wall integrity, and cell 
homeostasis is the main soluble cations 
content. Pyrabactin treatment increased 
soluble cations, especially K+; but no further 
differences as compared to untreated control 
leaves were found (Figure S10). 
The manipulation of ABA signalling 
through storage with the repeated application 
of ABA/Pyr represented great changes to the 
hormonal profile (Figure 4). Application of 
ABA every other day caused a more than 
doubling of endogenous ABA contents, either 
when ABA was applied alone or combined 
with pyrabactin. No treatment showed 
significant changes in total cytokinins levels 
but several analysed cytokinins showed 





















































































Figure 3. Hydration, chlorophyll (Chl),
malondialdehyde (MDA) and membrane stability
index (MSI) of the apical strip before and after 8 days
of ABA/Pyr treatment under RT storage conditions.
mean±SE of five replicates. ANOVA p-values, letters



















































































































































































































Figure 4. Effects of ABA application on endogenous hormonal balance. Abscisic acid (ABA), 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA), total cytokinins (CKtotal), 
trans-zeatin (tZ), dihydrozeatin (DHZ), 2-isopentenyladenine (2iP), trans-zeatin riboside (tZR), dihydrozeatin
riboside (DHZR) and isopentenyladenosine (IPA) of the apical strip of green cabbage leaves before and after 8
days of ABA/Pyr treatment under RT storage conditions. mean±SE of five replicates. ANOVA p-values, letters 
indicate differences between experimental conditions.
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nucleosides IPA and DHZR contents rose with 
ABA treatments (alone or combined with Pyr). 
Only the combined ABA+Pyr treatment 
increased 2iP levels, while Pyr alone had no 
significant effect on cytokinins profile. After 8 
days, ACC levels in Pyr treated leaves 
remained at the same level of the control, but 
were halved after ABA and the ABA+Pyr 
combined treatment. 
Thus, ABA and ABA+Pyr treatments 
raised ABA levels, impacting water content 
and membrane integrity, but also representing 
notable effects on ACC levels and individual 
CKs nucleosides and free bases. 
Transcriptomic analysis of ABA/Pyr treatment 
effects 
In order to better understand the effects of 
storage and ABA signalling manipulation 
through ABA/Pyr treatment, we performed a 
transcriptomic analysis of its effects on the 
apical strip. After 8 days at RT conditions, 
total RNA was extracted from the apical strip 
of three biological replicates for each 
treatment (control, ABA, Pyr, ABA+Pyr). The 
HiSeq2000 sequencing platform generated 
21.8-30.2 million 100-bases paired-end reads 
for each of the twelve libraries (4 conditions x 
3 biological replicates, Table S1) for a total 
306,200,398 raw reads. Quality and rRNA 
content was assessed with FastQC (Andrews, 
2010) and ribopicker (Schmieder et al., 2012). 
Low quality reads and reads mapped to rRNA 
were removed for downstream analyses, 
resulting in 21.5-29.9 million high quality 
reads (Table S1). 
Since no comprehensive transcriptome 
was available for Brassica oleracea, we 
aligned the high quality reads to Brassica 
oleracea v1.0 reference genome (Liu et al., 
2014). For this study, the sequencing depth 
was at least 40.5X per biological replicate (for 
630Mb genome size (Liu et al., 2014)), which 
is sufficient coverage for differential 
expression analyses (Sims et al., 2014). 44-
47% reads mapped to the reference genome 
(36-38% concordant read pairs, 3-5% multiple 
alignment), generating 37963 unique 
assembled transcripts (of 45758 predicted 
protein-coding genes in the reference genome). 
We checked the completeness of our 
assembled B. oleracea transcriptome by 
comparing their sequences to a core set of 
embryophyta genes using BUSCO (Simão et 
al., 2015). The results revealed that 22.5% of 
BUSCO genes were “complete”, 17.3% 
“fragmented”, and the remaining 60.2% 
“missing” out of 1440 BUSCO genes. By this 
assessment, the quality and representability of 
our assembled transcriptome in relation with 
an expected comprehensive transcriptome 
were limited, probably due to the intrinsic 
limitations of this benchmark with species 
with complex polyploidy (Simão et al., 2015) 
and the senescent nature of the material, 
representing very specific tissue and 
conditions. TRAPID (Van Bel et al., 2013) 
provided an assessment of transcripts structure 
and completeness, by comparing transcript 
length to the lengths of its associated gene 
family. With an average sequence length of 
1126 bases, 59.9% presented starting codons 
and 78.4% stop codons. 89% were ascribed to 
a gene family, with 37.1% of the transcripts 
classified by TRAPID as full-length or quasi 
full-length, and 50.3% as partial. 79.4 and 
79.8% presented GO functional annotation and 
identified protein domains, inferring function 
of most reconstructed transcripts. This 
indicates that the transcriptome is of sufficient 
quality to be used to quantify gene expression 
data from the 4 treatments. 
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Therefore, the data was used for 
differential expression analysis. There were 
592, 62 and 1488 differentially expressed 
transcripts (ABA, Pyr and ABA+Pyr, 
respectively). Containing 1676 unique 
differentially expressed transcripts between 
ABA/Pyr and control conditions with a false 
discovery rate (FDR) < 0.05 (Figure 5, Table 
S2). After blastx versus the Viridiplantae nr 
database, and GO (Gene Ontology) mapping, 
GO enrichment analyses of differently up-
regulated and down-regulated genes were 
performed to evaluate the impacts of ABA/Pyr 
treatment (Table S3). 
ABA metabolism and signalling responses to 
ABA/Pyr treatment 
Application of ABA every other day more 
than doubled endogenous ABA contents 
(Figure 4), either when ABA was applied 
alone or combined with pyrabactin 
(ABA+Pyr). We hypothesised that the 
increased ABA contents may affect ABA 
metabolism, transport and signalling. ABA 
and/or Pyr (ABA/Pyr) treatments represented 
no marked changes in the transcriptional 
regulation of ABA biosynthesis. However, 
ABA catabolism and ABA release from 
reversible conjugation were down-regulated by 
ABA+Pyr (Figure 6). ABA transporters are a 
regulation point for the modulation of 
development and physiological ABA 
responses. Genes encoding those located in the 
cytosolic membrane were expressed  
(ABCG22, ABCG25, ABCG40, DTX50, AIT1), 
but not those in the vacuole (ABCC1/MRP1, 
ABCC2/MRP2). The continuous rise of ABA 
levels, caused a transcriptional down-
regulation of transporters associated with ABA 
sensitivity (DTX50, ABCG40), while the 
vascular ABA importer AIT1/NRT1.2 was up-
regulated. 
Two of the three putative ABA receptor 
families presented transcriptional changes after 
ABA/Pyr treatments. PYR1 and PYL1,5,6,7,8,9 
transcripts were detected while PYL9 was up-
regulated by ABA+Pyr. Downstream the core 
ABA signalling pathway, targets of SnRK2 
kinases activated by ABA perception were 
also up-regulated by ABA+Pyr. Notably genes 
encoding bZIP transcription factors: 
AREB1/ABF2 (ABA+Pyr up-regulated 
promotor of ABA signal); and AFP3 and 
AFP4/TMAC2 (ABA+Pyr down-regulated 
inhibitor of ABA signal). The potassium 
Figure 5. Number of differentially expressed
transcripts between every two treatments and the


























Figure 6. ABA metabolism and signalling. DE
transcripts, single border; metabolites, double border.
Proteins: ABF, ABA-responsive elements-binding
factor; ABI, ABA-insensitive; BG, beta-1,3-glucanase;
CHLH, magnesium chelatase subunit H; NCED, 9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase; PYL, PYR1-like; PYR,
pyrabactin resistance; RCAR, regulatory component of
ABA receptor; SnRK, SNF1-related protein kinase;
UGTs, UDP-glucosyl transferase; WRKY, WRKY
DNA-binding protein. Metabolites: ABA-Glc, ABA-
glycose ester conjugates. 
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channel KAT1 (regulated by SnRK2) was 
transcriptionally down-regulated by 
ABA+Pyr, like SYNTAXIN121 
(SYR1/PEN1) that positions KAT1 in 
different compartments, thus regulating fast 
responses to ABA. The plastidic ABA signal 
pathway was also transcriptionally responsive 
to ABA/Pyr. While CHLH was up-regulated 
after ABA and ABA+Pyr, WRKY18—
modulating plastidic ABA signal 
transduction—was down-regulated by 
ABA+Pyr. Meanwhile, many ABA-responsive 
transcription factors involved in abiotic and 
biotic stress cross-talk were transcriptionally 
down-regulated, but only by ABA+Pyr 
(CBF4/DREB1D/ERF028, DREB19/ERF046, 
DREB2C, ABR1/ERF111, ERF1, MYB102, 
MYB108, AIB, CAF1b, ZFHD1). 
ABA/pyr did not affect the transcriptional 
regulation of ABA synthesis, while down-
regulating its catabolism. Thus, the continuous 
rise of ABA levels coincided with a down-
regulation of ABA transporters. ABA 
receptors PYL9 and CHLH were up-regulated 
by ABA or ABA+Pyr, while a number of 
ABA-responsive transcription factors and 
effectors were deregulated only by ABA+Pyr 
(Figure 10a). 
Ethylene metabolism and response 
The treatment with ABA and ABA+Pyr, 
and the consequent rise in ABA levels resulted 
in major changes to ethylene metabolism and 
its regulation. After 8 days, ACC (immediate 
precursor of ethylene) levels in Pyr treated 
leaves remained at the same level of the 
control, but were halved after ABA or the 
ABA+Pyr combined treatment (Figure 4). In 
plants, ethylene is synthesised from 
methionine through the intermediates S-
adenosyl-methionine (SAM) and 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) by 
the successive action of SAM synthetases, 
ACC synthases and ACC oxidases (Wang et 
al., 2002). After 8 days, genes encoding SAM 














































Figure 7. (a) Ethylene metabolism and (b) signalling. DE transcripts, single border;
metabolites, double border. Proteins: ABI1, ABSCISIC ACID-INSENSITIVE1; ACO,
ACC oxidase; ACS, ACC synthase; AP2C, probable protein phosphatase 2C; CTR,
constitutive triple response; EIL, EIN3-like; EIN, ethylene-insensitive; ETR/ERS,
ethylene response; FIT, FER-LIKE IRON DEFICIENCY-INDUCED TRANSCRIPTION
FACTOR; JAZ, jasmonate ZIM domain-containing protein; MPK, mitogen-activated
protein kinase; PYL9, PYR1-like 9; SAM, S-adenosylmethionine synthetase; XBAT32,
E3 ubiquitin-protein ligase XBAT32. 
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regulated by ABA and ABA+Pyr, but up-
regulated by Pyr (Figure 7a). In the next step 
of ethylene synthesis, putative ACC synthase 
transcripts (ACS2,6,7) were also down-
regulated by ABA and ABA+Pyr. As a key 
regulator of ACC and ethylene levels, ACS 
activity is strictly regulated. Different 
activation and inhibition elements were 
transcriptionally affected by ABA/Pyr 
treatment (Fig 7b). Finally, homologous to 
Arabidopsis ACO1,2 were down-regulated by 
ABA and ABA+Pyr. 
The manipulation of ABA levels and 
signalling also represented changes in ethylene 
response pathways (Figure 7b). The ethylene 
receptor ETR2 and the protein kinase CTR1—
negative regulators of ethylene signal 
transduction—were transcriptionally down-
regulated by ABA+Pyr. Downstream, 
transcription factors EIN3 and EIL1 promote 
the expression of ethylene-responsive genes 
and are modulated by other regulators and 
transcription factors. First, EIN3/EIL1 
modulate ethylene signalling by targeting 
CTR1 and ETR2 in a negative feedback loop 
and we found that both were transcriptionally 
down-regulated by ABA+Pyr. Second, 
EIN3/EIL1 interact with other hormonal 
pathways as a point of co-regulation, as 
revealed by a recent ChiP-seq analysis 
(Chang et al., 2013). This is the case for the 
jasmonate-responsive repressors JAZ and 
many JAZ homologs were transcriptionally 
down-regulated by ABA+Pyr, or by both 
ABA and ABA+Pyr. Targets of EIN3/EIL1, 
like many ethylene-responsive transcription 
factors (ERFs), were transcriptionally down-
regulated by ABA+Pyr treatment. Notably, 
between the transcriptionally regulated ERFs 
were genes encoding transcription factors 
involved in the regulation of stress signal 
pathways and redox homeostasis (ERF1, 
ERF2, ERF072/RAP2.3, ERF113/RAP2.6L), 
but also regulators of hormonal biosynthesis 
and responses, like ABA 
(ERF028/CBF4/DREB1D, ERF111/ABR1, 
ERF113/RAP2.6L), CKs (ERF066/CRF4), 
gibberellins (ERF032/DDF1), and jasmonates 
and auxins (ERF109). 
In summary, the manipulation of ABA 
levels and signalling represented changes in 
the regulation of ethylene biosynthesis, 
perception, signalling and responses (Figure 
10a). Ethylene biosynthesis genes and 
elements required for its perception and 
response were generally down-regulated by 
ABA and ABA+Pyr, while limited effects of 
Pyr alone were observed. 
Cytokinins metabolism and response 
ABA/Pyr application caused changes in 
CKs profile (Figure 4). However, 
transcriptional regulation of genes encoding 
CKs biosynthesis or catabolism was not 
observed (Figure 8). Nevertheless, the effects 
of ABA/Pyr on cytokinin nucleosides IPA and 
DHZR, and the free base 2iP correlated with 
regulation of CKs metabolism. Genes 
encoding adenine phosphoribosyl transferases 
(APRTs) and adenosine kinases (ADKs)—
















Figure 8. Cytokinins metabolism. Transcripts, single
border; metabolites, double border. Proteins: ADKs,
adenylate kinase; APRT, adenine
phosphoribosyltransferase; IPT, isopentenyltransferase; 
LOG, LONELY GUY; CKX, cytokinin
oxidase/dehydrogenase. Metabolites: DHZR, 
dihydrozeatin riboside; DHZ, dihydrozeatin; DMA-PP, 
dimethylallyl pyrophosphate; 2iP, isopentenyladenine; 




forms—were up-regulated by ABA and 
ABA+Pyr, while genes encoding antagonistic 
LOG7 isoforms, producing 2iP, Z and DHZ, 
were down-regulated by ABA and ABA+Pyr. 
The cytokinin hydroxylase encoding gene 
CYP735A2 which transforms iP-type to Z-type 
CKs was down-regulated by ABA+Pyr. 
Meanwhile, the positive regulator of cytokinin 
levels SOFL1 was up-regulated after 
ABA+Pyr treatment. No transcriptional 
regulation of CKs signal pathway was 
observed, while CKs-responsive elements 
were generally up-regulated (Figure 10a). Yet, 
the negative regulator of CKs signalling 
ubiquitin-ligase KISS ME DEADLY 3 (KMD3), 
targeting type-B ARRs, was up-regulated by 
Pyr and ABA+Pyr. 
Thus, ABA/Pyr treatment transcriptionally 
modified CK interconversion and the 
associated individual CKs levels. Moreover, it 
should be noted that genes encoding many 
enzymatic activities responsible of CKs 
interconversion have not been identified yet 
(Zhang et al., 2013), limiting the predictive 
value of the gene expression data. 
ABA signalling manipulation affects hallmarks 
of senescence 
ABA/Pyr treatments altered key 
senescence hormones levels (ABA, CKs, 
ACC/ethylene) and the transcriptional 
regulation of the underlying signal and 
response pathways, suggesting a delay in leaf 
senescence. Hence, we examined several traits 
associated with the onset of senescence and its 
progression (Figure 10c). 
Regulators of senescence—in the 
crosstalk between redox homeostasis and 
senescence progression—were 
transcriptionally down-regulated by 
ABA+Pyr. Notably, the negative regulators of 
senescence VNI2/ANAC083 and 
JUNGBRUNNEN1 (JUB1/ANAC042); and the 
positive regulator ATAF2/ANAC081. JUB1 has 
also been classified as a leaf longevity 
regulator. Meanwhile, GOLDEN2-LIKE2 
(GLK2), a major negative regulator of 
senescence, was transcriptionally up-regulated 
by ABA and ABA+Pyr. 
ABA and ABA+Pyr, but not Pyr, 
transcriptionally up-regulated photosynthesis 
positive transcriptional regulators (GLK2), but 
also regulators of the photosynthesis 
machinery and metabolic flux (RUBISCO 
ACTIVASE (RCA), FRUCTOSE-
BISPHOSPHATE ALDOLASE1,2 (FBA1,2), 
SEDOHEPTULOSE-1,7-BISPHOSPHATASE 
(SBPase)). Thus, maintaining chloroplast 
function and allowing its adaptation to 
environmental and redox changes. In addition 
to GLK2 transcriptional up-regulation, we 
observed the subsequent up-regulation of 
genes involved in chloroplast function 
maintenance. Other positive plastid regulators 
were also transcriptionally up-regulated, 
including PLASTID
TRANSCRIPTIONALLY ACTIVE6,16 
(PTAC6,16) and CHLOROPLAST SENSOR 
KINASE (CSK). Furthermore, numerous 
components of the plastidic translation 
machinery were up-regulated. 
Genes involved in the maintenance of 
photosynthesis machinery were also up-
regulated (Figure 10c): from chlorophyll 
biosynthesis to many elements of the 
photosynthetic membrane (including subunits 
of photosystems I and II, Light Harvesting 
Complexes, ATP synthase, plastocyanin, and 
NAD(P)H dehydrogenases). Calvin cycle 




DEHYDROGENASE A (GAPA), 
FRUCTOSE-1,6-BISPHOSPHATASE (FBP) 
and SBPase. These included elements required 
for redox regulation, but other genes 
associated with redox homeostasis were also 
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affected. ROTAMASE CYP4 (ROC4), required 
for thiol accumulation for the build-up of 
cellular reduction potential was 
transcriptionally up-regulated by ABA and 
ABA+Pyr. 
Cell wall and membrane biogenesis and 
remodelling are essential for cell homeostasis. 
The biosynthesis of precursors of primary and 
secondary cell wall polymers and its assembly 
and remodelling pathways were 
transcriptionally regulated by ABA and 
ABA+Pyr (Figure 10c, Table S3). General 
phenylpropanoids biosynthesis, 
transcriptionally down-regulated by ABA and 
ABA+Pyr, provides precursors for lignin, 
lignans, cutin, and suberin. Downstream, the 
biosynthesis of lignin and lignans precursors 
was also transcriptionally down-regulated by 
ABA and ABA+Pyr. On the other hand, many 
genes involved in membrane and cell wall 
remodelling were up-regulated by ABA/Pyr. 
Notably, glycosyl hydrolases, xyloglucan 
transglycosylases and cell wall modification 
regulators like expansins, peroxidases, 
subtilisins, and WALLS ARE THIN1. 
ABA/Pyr treatments promoted changes in 
the contents of key senescence hormones 
(ABA, CKs, ACC/ethylene) and in the 
regulation of underlying signal and response 
pathways, suggesting a delay in leaf 
senescence. We found transcriptional changes 
of genes involved in chloroplast function 
maintenance, redox homeostasis, membrane 
and cell wall homeostasis; as well as major 
regulators of senescence. Hence, we observed 
physiological and transcriptional changes 
consistent with a delayed onset of senescence. 
Post-translational regulation through 
ubiquitin-ligases 
RNA-seq data provides high-throughput 
and systematic information about 
transcriptional regulation, but in addition can 
give insights into another major regulatory 
point: the post-translational regulation by 
ubiquitin ligases-targeted proteasomal 
degradation. For example, many proteins 
involved in ABA signalling and response are 
subject to regulation by ubiquitination (Yang 
et al., 2017). The ubiquitin-ligases AIP2 and 
RGLG1 were transcriptionally down-regulated 
by ABA+Pyr; AIP2 is a negative regulator of 
ABA response, while RGLG1 is a positive 
regulator of ABA signalling, targeting ABA-
dependent degradation of PP2CA (Wu et al., 
2016). RDUF1 and 2, positive regulators of 
ABA responses with not yet identified targets, 
were transcriptionally down-regulated by ABA 
or ABA+Pyr. Contrarily, RGLG2, 
transcriptionally down-regulated by 
ABA+Pyr, is a cross-talk point between 
growth and stress responses, while modulating 
hormonal metabolism and response (Cheng et 
al., 2012). Both the ubiquitin-ligase PUB23 
and a proteasome regulatory subunit (RPN1A) 
—required for stress responses and innate 
immunity in a reportedly ABA-independent 
way (Seo et al., 2012; Wang et al., 2009; Yao 
et al., 2012) —were transcriptionally down-
regulated by ABA+Pyr. Meanwhile, 
transcriptionally up-regulated by Pyr and 
ABA+Pyr, KISS ME DEADLY3 (KMD3) 
targets phenylpropanoids biosynthetic 
enzymes (Zhang et al., 2015) and type-B ARR 
cytokinins signal elements (Kim et al., 2013). 
The results therefore suggest that ABA/Pyr 
treatments cause changes in protein contents 
through altering ubiquitination. 
Biotic resistance trade-offs 
Neither jasmonic acid (JA) nor salicylic 
acid (SA) levels were affected by ABA/Pyr 
treatments for 8 days. But JA and SA 
metabolism and response pathways presented 
transcriptional regulation in response to 
ABA/Pyr. l9S- and 13S-LIPOXYGENASE 
isoforms (LOX3,4,5) involved in oxylipins 
metabolism (including jasmonates) were 
down-regulated by all ABA/Pyr applications. 
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Other steps of JA metabolism were also 
transcriptionally down-regulated by ABA 
and/or ABA+Pyr, but not by Pyr alone. Genes 
encoding JA signal and response elements 
were down-regulated by ABA and ABA+Pyr, 
particularly several JAZ isoforms. Salicylates 
biosynthesis was also transcriptionally down-
regulated with two isoforms of 
PHENYLALANINE AMMONIA-LYASE1 
(PAL1) 10-times less expressed after ABA and 
ABA+Pyr treatment. At the same time, KMD3, 
targeting PAL for proteasomal degradation, 
was transcriptionally up-regulated by Pyr and 
ABA+Pyr. Genes encoding salicylate O-
methyltransferases responsible of methyl-
jasmonate formation were down-regulated by 
ABA and ABA+Pyr, while acetone-
cyanohydrin lyases involved in salicylic 
hydrolysis were transcriptionally up-regulated. 
Genes encoding regulators of salicylic acid-
related defence responses were down-
regulated by ABA and/or ABA+Pyr, but not 
by Pyr. The biosynthesis of defence 
phenylpropanoids (phytoalexins) was also 
transcriptionally down-regulated by ABA and 
ABA+Pyr. Generally, many effectors and 
regulators required for defence responses were 
transcriptionally down-regulated by ABA and 
ABA+Pyr (Figure 10b, Table S4).  
Impact on glucosinolates and defence 
phenylpropanoids signatures 
Glucosinolates (GSLs) are sulphur-rich 
secondary metabolites divided according to 
their amino acid precursors: aliphatic GSLs 
(derived from methionine, alanine, valine, 
leucine, or isoleucine), aromatic GSLs (from 
phenylalanine or tyrosine) and indole GSLs 
(from tryptophan). With these starting 
substrates, GSLs biosynthesis comprises three 
independent steps: chain elongation, formation 
of the core GSL structure, and secondary 
modifications (Figure 9).  
First, sulphur assimilation key enzymes 
(ATP-SULFURYLASE3, ADENYLYL-
SULFATE KINASE1,2, SERINE 
ACETYLTRANSFERASE2-1) were
transcriptionally down-regulated by ABA and 
ABA+Pyr; while the sulphur metabolism 
activator ROC4 was up-regulated by the same 



























Figure 9. Glucosinolates (GSLs) metabolism. Transcripts, single border;
metabolites, double border. Metabolites: aa, amino acid; GSH, glutathione; Phe,
phenylalanine; Trp, tryptophane; Tyr, tyrosine. Proteins: APK1,2, APS-kinase;
APS3, ATP-sulfurylase3; ASA1, anthranilate synthase1; DHS, DAHP synthase1;
IGMT, Indole glucosinolate O-methyltransferase; PMSR2, peptidemethionine
sulfoxide reductase2; SAT1, serine O-acetyltransferase; SOT16,
sulfotransferase16; TSA1, tryptophan synthase1; UGT, UDP-glucosyl transferase. 
114
Capítol 3
acid precursors was also deregulated. 
Aromatic amino acids biosynthesis—
precursors of aromatic GSLs and 
phenylpropanoids—was transcriptionally 
down-regulated by ABA and ABA+Pyr, 
including the first committed step (2-DEOXY-
D-ARABINO-HEPTULOSONATE 7-
PHOSPHATE SYNTHASE, DHS). The 
limiting step for tryptophan synthesis, 
precursor of auxins, melatonin and indole 
GSLs, ANTHRANILATE SYNTHASE1 
(ASA1) was transcriptionally up-regulated by 
Pyr but down-regulated by ABA+Pyr. 
Downstream, tryptophan synthase was 
transcriptionally down-regulated by ABA.  
Genes encoding all described steps of the 
GSL core formation were down-regulated by 
ABA+Pyr: CYP79B3, CYP83B1, UDP-
GLUCOSYL TRANSFERASE 74B1, and 
several SULFOTRANSFERASE16 
homologues. CYP79B3 was uniquely up-
regulated by Pyr. Further, genes involved in 
GSLs modification pathways were down-
regulated by ABA and ABA+Pyr, encoding a 
number of indole glucosinolate O-
methyltransferases, CYP81F2 and 
PEPTIDEMETHIONINE SULFOXIDE 
REDUCTASE2. Meanwhile, Pyr up-regulated 
and ABA+Pyr down-regulated CYP71A12, 
involved in the degradation of indole GSLs but 
also in the synthesis of the defence 
phenylpropanoid camalexin. 
Phenylpropanoids are a family of 
metabolites with the aromatic amino acids 
phenylalanine and tyrosine as precursors, 
contributing to responses to abiotic stress and 
defence responses. ABA, and further 
ABA+Pyr, transcriptionally down-regulated 
the biosynthesis of these precursor amino acids 
(discussed above), but relevant downstream 
enzymes were also deregulated. ABA and 
ABA+Pyr down-regulated the expression of 





coumoryl-CoA. This is a shared precursor of 
flavonoids, anthocyanins, and other soluble 
phenylpropanoids, but also of cell wall 
polymers (lignin, lignans. cutin and suberin). 
Genes encoding enzymes involved in the 
biosynthesis of lignin, lignans, and 
anthocyanins were also down-regulated by 
ABA and ABA+Pyr. Meanwhile, a number of 
benzoyltransferases, aminotransferases, and Ȗ-
glutamyl peptidases required for defence 
phenylpropanoids (phytoalexins) biosynthesis 
were also transcriptionally down-regulated by 
ABA and ABA+Pyr. Finally, transcriptionally 
up-regulated by Pyr and ABA+Pyr, the 
ubiquitin-ligase KMD3 targets multiple 
phenylpropanoids biosynthetic enzymes, 
negatively regulating these pathways. 
ABA/Pyr treatment caused transcriptional 
deregulation of genes involved in the 
metabolism of GSLs, phenylpropanoids and 
precursor amino acids, likely changing its 
metabolic signatures. ABA and further 
ABA+Pyr transcriptionally down-regulated 
sulphur assimilation, aromatic and indole 
amino acids biosynthesis, the GSLs core 
formation, several enzymes involved in GSLs 
secondary modifications and
phenylpropanoids biosynthesis. Meanwhile, 
Pyr uniquely upregulated steps of the 
biosynthesis of indole amino acids, and steps 
of the GSLs core formation and side-chain 
conversion of aliphatic GSLs. Thus, ABA 
and/or Pyr treatment generated unique 
expression signatures of genes involved 
biosynthesis of GSLs and phenylpropanoids. 
Discussion 
ABA signal modification suppresses 
senescence 
We observed how the application of ABA 
but not Pyr impacted ABA signalling, up-
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regulating PYL9 expression, reducing water 
loss and keeping membrane integrity after 8 
days at room temperature storage conditions. 
Further, we observed effects on the 
metabolism, signalling and actual levels of 
cytokinins and ACC/ethylene, two sets of 
phytohormones involved in senescence 
regulation. At the same time, ABA/Pyr 
treatments manipulated the expression of 
major senescence regulators and did not 
promote senescence, but stimulated redox 
homeostasis, chloroplast function and cell wall 
remodelling. PYL9/RCAR1 has recently been 
related to leaf senescence regulation. ABA 
acts through PYL9 to limit transpirational 
water loss in young leaves, while promoting 
leaf senescence in an ethylene-independent 
manner through SnRK2s (Zhao et al., 2016). 
Further, an Arabidopsis PYL9 overexpressor 
showed reduced electrolyte leakage (Zhao et 
al., 2016). 
Two major negative regulators of 
senescence were transcriptionally down-
regulated by ABA+Pyr, VNI2/ANAC083 and 
JUNGBRUNNEN1 (JUB1/ANAC042). These 
two genes reportedly integrate ABA signalling 
and stress responses to leaf senescence 
progression (Wu et al., 2012; Yang et al., 
2011). Otherwise, positive regulators of 
senescence were ABA+Pyr down-regulated, 
like ATAF2/ANAC081, a stress-responsive 
transcription factor involved in ABA-inducible 
leaf senescence but also in the regulation of 
basal defence responses (Delessert et al., 2005; 
Takasaki et al., 2015). At the same time, the 
negative regulator of senescence GOLDEN2-
LIKE2 (GLK2) was transcriptionally up-
regulated by both ABA and ABA+Pyr. GLK2 
is a key nuclear transcription factor that 
regulates chloroplast development (Waters et 
al., 2008) and is a positive regulator of the 
photosynthetic apparatus—including 
chlorophyll biosynthesis, light and dark 
photosynthesis reactions (Waters et al., 2009) 
—, integrating responses to the environment 
and endogenous cues to keep redox 
homeostasis while preventing senescence 
(Rauf et al., 2013). Indeed, ABA and 
ABA+Pyr promoted genes involved in 
chloroplast function, up-regulating plastid 
translation machinery, chlorophyll 
biosynthesis, and components of the 
photosynthetic membrane and Calvin cycle. 
Enzymes controlling metabolic fluxes, 
and thus chloroplast function, were also 
induced by ABA and ABA+Pyr. A good 
example are chloroplastic fructose-
bisphosphate aldolases (FBAs), regulating 
fluxes in many central metabolism pathways. 
Changes in FBA activity are required for 
photosynthesis acclimation in response to 
abiotic stressors (Lu et al., 2012). Further, 
FBAs are phosphorylated in response to ABA, 
diminishing its abundance (Ghelis et al., 
2008). 
The discussed positive regulation of 
photosynthetic machinery may provide 
enhanced redox homeostasis, which may 
impact leaf senescence as a result of an increased 
capability to cope with redox changes. Further, 
ROC4 was also transcriptionally up-regulated 
and is required for thiol accumulation for the 
regulation of stress-responsive redox 
homeostasis and build-up of cellular reduction 
potential (Park et al., 2013). Genes encoding 
ABA-responsive effectors relevant for cellular 
homeostasis—e.g. GLUTATHIONE 
PEROXIDASE 7 (Chang et al., 2009), TOUCH 
2 (Delk, 2005) CPK32 (Choi et al., 2005) —
were also up-regulated by ABA+Pyr. Redox 
signalling is essential for the adaptation of 
metabolism in response to environmental and 
endogenous cues in order to maintain cellular 
function. Further, ABA and ABA+Pyr up-
regulated the expression of CHLOROPLAST 
SENSOR KINASE (CSK), encoding a regulator 
of chloroplast transcription responsive to 




ABA and ABA+Pyr up-regulated the 
expression of MAGNESIUM CHELATASE 
SUBUNIT H (CHLH) and GENOMES 
UNCOUPLED 4 (GUN4), necessary for 
coupling the expression of nuclear genes to the 
functional state of the chloroplast 
(Pfannschmidt, 2010). However, other 
retrograde signalling elements were 
transcriptionally down-regulated by 
ABA+Pyr, like ROC4 and the chloroplastic 
oxygen singlet-responsive AAA-ATPase 
(Simkova et al., 2012). Outside the 
chloroplast, the mitochondrial alternative 
oxidase, involved in redox homeostasis and 
retrograde signalling (Konert et al., 2015), was 
transcriptionally down-regulated by 
ABA+Pyr. Nevertheless, the results are 
consistent with observations that nuclear 
transcription is coordinated with the functional 
state of the chloroplast through retrograde 
signalling mechanisms to maintain redox 
homeostasis in a changing environment.  
ABA deregulated major senescence and 
cell homeostasis regulators, supressing 
senescence and maintaining chloroplast 
functionality in challenging storage conditions. 
The joint treatment with both ABA and Pyr at 






































































































































































Figure 10. Differentially expressed transcripts annotated by certain GO terms. From left to right: (a)
GO:0009687 abscisic acid metabolic process; GO:0071215 cellular response to abscisic acid stimulus;
GO:0009692 ethylene metabolic process; GO:0009723 response to ethylene; GO:0009690 cytokinin
metabolic process; GO:0009735 response to cytokinin. (b) GO:0009628 response to abiotic stimulus;
GO:0043207 response to external biotic stimulus. (c) GO:0007568 aging; GO:0019725 cellular
homeostasis; GO:0061024 membrane organization; GO:0071554 cell wall organization or biogenesis;
GO:0015994 chlorophyll metabolic process; GO:0019684 photosynthesis, light reaction; GO:0019685
photosynthesis, dark reaction; GO:0016567 protein ubiquitination; GO:0009698 phenylpropanoid
metabolic process; GO:0019761 glucosinolate biosynthetic process. 
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further the effects shown by ABA only 
treatment.  
ABA/Pyr decreases biotic stress resistance 
The metabolism of salicylates and 
jasmonates, with its main role in defence 
against biotrophs and necrotrophs, is 
influenced by both biotic and abiotic stress 
factors (Xia et al., 2015) and can be affected 
by temperature (Miura and Tada, 2014). ABA 
has positive or negative effects on defence 
responses depending on the nature 
(necrotrophic or biotrophic) of the infection 
(Robert-Seilaniantz et al., 2011) through 
enhanced redox buffering capacity and ABA 
signalling that affects signalling and defence 
mechanisms (Bartoli et al., 2013; Ton et al., 
2009). ABA/Pyr treatment represented a 
significant transcriptional down-regulation of 
JA and SA metabolism, and of effectors and 
modulators of responses to external biotic 
stimulus. This therefore suggest a reduction of 
the capacity of the leaf to resist biotic stress. 
ABA/Pyr may affect glucosinolates and 
phenylpropanoids profile 
Glucosinolates accumulation is a desired 
trait associated with organoleptic and 
nutraceutical characteristics. Li et al. (2014) 
systematically identified transcription factors 
regulating glucosinolates profile. ABA 
signalling modification by treatments with 
ABA and/or Pyr affected the transcription of 
several of these. Including transcription factors 
that also regulate hormonal balance and 
growth like DWARF AND DELAYED 
FLOWERING1 (DDF1; ABA down-regulated, 
ABA+Pyr up-regulated (Magome et al., 
2004)), or associated with abiotic stress 
responses and down-regulated by ABA+Pyr—
RELATED TO AP2.6L (RAP2.6L/ERF113; 
(Krishnaswamy et al., 2011; Liu et al., 2012)) 
and CBF4/DREB1D (Haake et al., 2002). 
In addition, many genes involved GSLs 
biosynthesis per se where transcriptionally 
regulated. ABA/Pyr treatment down-regulated 
sulphur assimilation, aromatic amino acids and 
defence compounds synthesis. Treatments 
containing only pyrabactin enhanced the 
expression of key tryptophan and indole 
glucosinolates biosynthetic genes. GSLs levels 
are usually maximum at harvest but dependent 
on preharvest biotic and abiotic stressors 
(Velasco et al., 2007). GSLs content not only 
depends on preharvest contents and enzymatic 
activity, but de novo biosynthesis of GSLs is 
more likely to occur during post-harvest 
storage (Villarreal-García et al., 2016), and the 
manipulation of the environment including 
abiotic stressors and exogenous hormones has 
proven to modify GSLs content in fresh 
produce (Cisneros-Zevallos, 2003; Jones et al., 
2006; Liu et al., 2015). There are previous 
reports of effects of ABA treatment on young 
leafy Brassica, including increased GSLs 
content in 5-day-old cabbage sprouts (Wang et 
al., 2015), and in pak choy shoots (Hu and 
Zhu, 2013).  Thus, in our study ABA/Pyr 
treatment potentially changed the cabbage 
glucosinolates profile and resulting 
organoleptic and nutraceutical traits. 
Conclusions 
ABA plays a major role in stress 
responses. Leaf harvest, or detachment, 
followed by RT storage induces severe 
drought stress and senescence. Therefore, a 
role for ABA in regulating post-harvest 
senescence is perhaps not surprising. 
Nevertheless, ABA’s role in the regulation of 
senescence seems to depend on the age of the 
affected leaf (Jibran et al., 2013). While ABA 
stimulates senescence in old leaves it may 
suppress senescence in young tissue (Lee et 
al., 2011; Zhang et al., 2012), suggesting that 
the ABA’s role depends on leaves to acquire 
the competence to senescence. This is perhaps 
best illustrated by recent work done by Zhao et 
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al., (2016) who showed that increased ABA 
signalling under severe drought stress 
accelerated senescence in older leaves, but 
induced drought resistance, and thus survival, 
in the younger leaves. We observed that ABA 
treatment through leaf post-harvest storage at 
room temperature affected major senescence 
hallmarks, including maintenance of 
chloroplast function, increased turgor and 
membrane integrity. This then suggests that 
the green cabbage leaves did not yet acquire 
the competence to senesce at the start of the 
experiment and that the induced early rise on 
ABA contents promoted homeostasis 
responses resulting in the suppression of 
senescence. Perhaps as a trade-off, ABA and 
pyrabactin application also down-regulated 
biotic stress regulators, likely making the leaf 
more susceptible to disease. At the same time, 
the application caused major changes to 
phenylpropanoids and glucosinolates 
metabolism transcriptional regulation, 
probably changing phenylpropanoids and 
glucosinolates signatures. These results pave 
the way for manipulating ABA signalling for 
improving the post-harvest quality of leafy 
vegetables stored at ambient temperature. 
Experimental procedures 
Plant material and experimental treatments 
Green cabbage (Brassica oleracea L. var. 
capitata) from the same origin, selected for 
uniform size and colour, were purchased from 
a local supplier and transported to our 
laboratory at 4ºC, 75% relative humidity (RH). 
Exterior leaves (with a dark green apex) were 
detached with a sharp scalpel, washed with 
running water and gently dried with absorbent 
paper. Only healthy heads were selected, with 
no signs of damage by manipulation or stress. 
In experiment I, the post-harvest 
senescence of green cabbage leaves was 
studied under two storage conditions: Cold 
(4ºC) and Room Temperature (RT, 25ºC). The 
leaves were stored in a cold room (4-5ºC, 
75±2% RH, darkness) for the Cold treatment, 
or in a plant growth chamber (Sanyo MLR 
350H, Japan) at 25ºC (RT), under the same 
conditions of humidity and darkness. In 
experiment II, the leaves were treated with 
ABA and/or pyrabactin, under the RT 
condition of experiment I. In experiment II, 
leaves were treated every other day with a 
uniform spray of different treatments over both 
sides of the leaf blade. Treatments with ABA 
10-5M, Pyr 10-5M and ABA 10-5M + Pyr 10-
5M were compared with a control treatment
with the application solution, miliQ water with
0.5% dimethyl sulfoxide 0.1% Tween-20. Due
to ABA light-sensitivity, all manipulations
were done under minimal light. Unless stated
otherwise, all chemicals were of HPLC grade
or higher and purchased from Sigma-Aldrich
(Spain).
As part of sampling, the leaf was 
transversally cut with a sharp scalpel with the 
help of a metallic rule in three strips by equal 
lengths of the baso-apical axis: apical, medial 
and basal (Figure S1). A longitudinal cut was 
performed through the three strips for the 
cutting of leaf discs for turgor and ion leakage 
determinations. The different strips were 
immediately frozen in liquid nitrogen and 
stored at í80ºC until analysis. The strong 
midrib and major veins were discarded. All 
physiological and biochemical measures 
represent the average±SE of five biological 
replicates. 
Physiological parameters 
Relative water content (RWC) was 
determined as (FWíDW)x(TWíDW)-1 and 
hydration as (FWíDW)xDW-1; where FW is 
fresh weight; TW, turgid weight after 
imbibition with distilled water for 24h at 4ºC 
in darkness; and DW, dry weight after oven-
drying at 70ºC until constant weight. Whole 
leaf biomass loss was measured as [1–
(FWfinalxFWinitial-1)]-1x100, where FWinitial is 
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the fresh weight at the start of the experiment 
and FWfinal at sampling. Measurements of the 
maximum efficiency of photosystem II (Fv/Fm) 
were performed with a pulse-modulated 
fluorimeter mini-PAM (Walz, Germany). To 
assess membrane integrity, three discs of each 
sample were imbibed in miliQ-water sealed 
tubes at 25ºC for 2 hours before a first measure 
of electric conductivity (EC1). A second 
measure (EC2)—to determine maximum 
leakage—was performed after 10min at 100ºC. 
Membrane stability index (MSI, %) was 
calculated as [1–(EC2xEC1-1)]-1x100. Lipid 
peroxidation was estimated by the 
thiobarbituric acid-reactive substances 
(TBARS) assay, measuring the amount of 
malondialdehyde (MDA) after Hodges et al. 
(1999), taking into account the influence of 
interfering compounds. 
Hormonal profiling 
The extraction and profiling of 
phytohormones by UPLC-MSMS was 
performed as previously described (Müller and 
Munné-Bosch, 2011). Quantification 
considered recovery rates for each sample by 
using deuterated IS and authentic standards. 
Pigments, vitamin C and vitamin E 
determination 
For the determination of pigments and 
vitamin E, ca. 50mg of frozen tissue was 
ground and repeatedly extracted with ice-cold 
methanol and ultrasonication. Chlorophyll and 
carotenoid levels were measured 
spectrophotometrically (Lichtenthaler and 
Wellburn, 1983). Vitamin E determination was 
carried out by HPLC-DAD as described by 
Munné-Bosch and Alegre (2003). 
For vitamin C analyses, ca. 60mg of tissue 
was ground and extracted with ice-cold 6% 
(w/v) meta-phosphoric acid 0.2mM diethylene 
triamine pentaacetic acid using ultrasonication. 
Ascorbic acid and dehydroascorbate were 
analysed by the enzymatic assay as described 
by Queval and Noctor (2007). 
Soluble ions by ICP-OES 
Soluble cations (Ca2+, Mg2+, K+, Na+) 
were extracted from ground tissue with miliQ 
water in an orbital shaker (150rpm) for 1 hour 
and determined by inductively coupled plasma 
optical emission spectrometry (ICP-OES; 
Optima 3200RL, Perkin-Elmer, CT, USA). 
Statistical analyses of physiological and 
biochemical parameters 
Analysis of variance ANOVA was 
performed to examine statistical differences 
across strips, treatments and time-points (when 
applicable), using the Tukey-b post-hoc test. 
Differences were considered significant at a 
probability level of P0.05. All analyses were 
conducted using SPSS 20 (IBM, IL, USA). 
Sequencing and differential expression 
analysis 
RNA was extracted with the hot borate 
method (Wan and Wilkins, 1994) from 3 
independent biological replicates of apical 
strip after 8 days of treatment with control 
solution, ABA and/or Pyr. RNA was 
quantified using a Nanodrop 
spectrophotometer (ND1000; Thermo Fisher 
Scientific, MA, USA) and RNA quality 
examined using a 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies, CA, USA). High-quality RNA 
samples for library construction were selected 
based on the 260/280nm ratio and RNA 
integrity number above 2.1 and 6.5, 
respectively. New Zealand Genomics Limited 
(NZGL) RNA-sequencing services (New 
Zealand) prepared Illumina libraries and 
sequenced on an Illumina HiSeq platform (100 
bases paired-end reads; Illumina, CA, USA). 
Quality control and rRNA content were 
assessed and masked for further analyses with 
FastQC (Andrews, 2010) and ribopicker 
(rrnadb_2012-01-17, Schmieder et al. (2012)). 
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No comprehensive reference transcriptome 
was available for Brassica oleracea. Recently 
published B. oleracea genome v1.0 (Liu et al., 
2014) was used as reference for differential 
expression analysis with the Tuxedo suite 
(Trapnell et al., 2012). First, reads of each 
biological replicate were independently 
mapped to the reference genome with the 
splice-aware aligner TopHat 2.0.9 (--b2-very-
sensitive parameters set) and individually 
assembled transcripts were merged (Cufflinks 
2.1.1 cuffmerge tool) to generate a unified 
transcriptome reconstruction for further 
analyses. The completeness and quality of the 
assembled transcriptome was assessed with 
BUSCO and TRAPID (Simão et al., 2015; 
Van Bel et al., 2013). Differentially expressed 
transcripts between treatments were identified 
with cuffdiff 2.1.1 (default parameters plus --
multi-read-correct and --frag-bias-correct, 
applying multiple biases corrections and 
thresholds to improve the accuracy of 
transcript abundance estimates; see Trapnell et 
al., (2012)) at a false discovery rate (FDR) of 
0.05. 
Annotation and GO enrichment analysis 
The nonredundant (nr) Viridiplantae ncbi 
protein database was interrogated to blastx the 
assembled transcripts with blast+ (Camacho et 
al., 2009) with a cut-off E-value of 10-5. 
BLAST results imported to Blast2GO 4.0 were 
used for Gene Ontology (GO) mapping and 
annotation, enriched by interPro scan and 
Annex annotation augmentation (Conesa and 
Gotz, 2008; Finn et al., 2017). To identify 
overrepresented GO annotations in the 
differentially expressed gene sets, compared 
with the broader own reference assembly, GO 
enrichment analysis was performed with 
Ontologizer 2.0 implementation of the Parent-
Child-Union method (Bauer et al., 2008) —
taking into account the annotation of terms to 
the current term's parents, reducing false 
positives due to the inheritance problem—with 
Benjamini-Hochberg multiple test correction 
(Benjamini and Hochberg, 1995) at a FDR of 
0.05. 
Accession numbers 
The reads related to this article have been 
deposited in the Sequence Read Archives 
(SRXXXXX). 
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Figure S1.  Division of the leaf blade in three strips at sampling. 
Figure S2-4.  Physiological and biochemical parameters through experiment I. 
Figure S5-8.  Endogenous hormonal contents through experiment I. 
Figure S9.  Antioxidant contents after application of ABA/Pyr (experiment II). 
Figure S10.  Soluble ions contents after application of ABA/Pyr (experiment II). 
Table S1.  Quality control of RNA-seq reads and assembly. 
Table S2.  DE transcripts up-regulated or down-regulated per each treatment. 
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Physiological and biochemical analyses of experiment I and II 
Figure S1. Division of the leaf blade in three strips at sampling. Most of the material was 
immediately frozen in liquid nitrogen. After freezing the material for biochemical and RNA-seq 
analyses, disks were cut from the reminding material. 
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Figure S2. Whole leaf biomass loss at experiment I. 
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Figure S3. Pigments contents and ratio at experiment I. Chl, total chlorophyll; Chl a/b, ratio 
between chlorophyll a and chlorophyll b (g/g); Car, total carotenoids. 
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Figure S4. Relative Water Content (RWC) and maximum photosystem II efficiency (Fv/Fm) 
through experiment I. 
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Figure S5. Endogenous hormonal contents through experiment I. ABA, abscisic acid; JA, 
jasmonic acid; SA, salicylic acid; ACC, 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid. 
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Figure S6. Endogenous hormonal contents through experiment I. Total cytokinins (CK 
total), trans-zeatin (tZ), trans-zeatin riboside (tZR), and isopentenyladenosine (IPA). 
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Figure S7. Endogenous hormonal contents through experiment I. Indolacetic acid (IAA), 
dehydrozeatin (DHZ), dehydrozeatin riboside (DHZR), trans-zeatin riboside (tZR), and 2-
isopentenyladenine (2iP). 
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Figure S8. Vitamin E contents through experiment I. Į-Toc, Į-tocopherol; Ȗ-Toc, Ȗ-
tocopherol; Total toc, total tocopherol (sum of the two detected tocopherols, Į- and Ȗ-
tocopherol). 
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Figure S9. Antioxidant contents in the apical strip after 8 days of every other day application 
of ABA/Pyr (experiment II). Total Car, total carotenoids; Į-Toc, Į-tocopherol; AA, ascorbic 




























































































Figure S10. Soluble ion contents in the apical strip after 8 days of every other day 
























































































Table S1. Quality control of RNA-seq reads and assembly. rRNA mapping reads (%), rate of 
rRNA mapping reads per ribopicker; Q20, reads with an average Phred score above 20; High 
quality reads, reads used for assembly and differential expression after masking rRNA and low 
quality reads (average <20 Phred score); Genome mapping (%), ratio of reads mapped to B. 
oleracea reference genome; Conconrdant pair aligment (%), ratio of aligned concordant paired 


















Control 1 30212286 0.50 99.42 29884978 45.7 36.3 4.0
2 28831788 0.34 99.43 28570074 47.3 38.4 3.2 
3 25248168 0.34 99.39 25009044 46.6 37.8 3.4 
ABA 1 25840650 0.48 99.32 25541102 45.3 36.7 4.2
2 24461962 0.24 99.35 24245404 45.0 36.2 3.3 
3 25634420 0.79 99.41 25282650 44.2 36.1 4.3 
Pyr 1 23192794 0.42 99.41 22960210 45.6 36.4 3.8
2 28479392 0.33 99.35 28202322 46.1 37.8 3.1 
3 21770736 0.31 99.35 21563118 46.5 37.9 3.5 
ABA+Pyr 1 22819486 0.52 98.79 22426164 45.5 36.4 5.5 
2 26100180 0.40 99.40 25839476 45.0 35.8 3.8 








La senescència d’òrgans té una funció biològica vital pel fitness i la producció 
de la planta sencera. La senescència d’òrgans ha evolucionat com un procés de 
reciclatge de nutrients destinats a la producció de nous teixits fotosintètics, òrgans 
reproductius o maduració de fruits. En el producte fresc—hortalisses, flor tallada—
la senescència determina la longevitat comercial i de consum. Esdevenint doncs, 
una etapa clau per la qualitat organolèptica i nutricèutica del producte, i d’aquesta 
manera del seu valor. La maduració de fruits presenta molts processos fisiològics 
comuns amb la senescència, així com una subjacent regulació hormonal i 
transcripcional que presenta moltes similituds. 
El sector hortícola, i en menor mesura la floricultura, presenten grans pèrdues 
entre la planta i el consumidor que poden representar més d’un 50% de la 
producció (FAO, 2016). La senescència és un dels principals factors limitants de la 
longevitat del producte fresc, especialment en societats en quH la cadena logística 
no permet mantenir les condicions ideals de conservació, especialment el fred 
(Toivonen, 1997; Thongsavath et al., 2012). Degut a la reducció en el contingut de 
carbohidrats, proteïnes, vitamines, compostos antioxidants, i pèrdua de textura i 
altres qualitats organolèptiques i nutricèutiques el producte fresc es deteriora i la 
seva longevitat és limitada. Millorar el coneixement sobre la fisiologia de la 
senescència i com és condicionada per l’ambient estricte de la post-collita en el 
major nombre possible d’espècies diferents, permet obrir oportunitats d’aplicació 
biotecnològica. Ja sigui generant opcions per manipular al procés, millorant la 
longevitat i qualitat del producte fresc, i/o reduint la inversió econòmica i 
energètica necessària per assolir un producte de qualitat. O per la identificació de 
trets fisiològics que puguin ser incorporaWV a programes de millora i selecció 
de noves varietats. 
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1. SenescènciapostǦcollitadefullaiflor
Per tal de tenir èxit en la seva funció, les fulles passen d’embornal a font de 
fotoassimilats i han de mantenir una maquinària fotosintètica madura i funcional 
fins que el cost del seu manteniment (per l’envelliment del mateix òrgan, canvis en 
el desenvolupament de la planta o canvis de l’ambient) sigui major que el benefici 
que se n’obté. És conegut que les hormones tenen un rol en la inducció i la 
progressió de la senescència, però també en la percepció i resposta a canvis en el 
desenvolupament i a estressos ambientals (Jibran et al., 2013). Aquests són 
processos fisiològics que afecten i poden desencadenar la senescència, i per tant la 
dificultat de dirimir els mecanismes pels quals una hormona actua sobre la 
regulació de la senescència. Per tal de tenir èxit en la seva funció, les flors s’han de 
mantenir obertes fins que els objectius de fertilització de l’ovari i dispersió del 
pol·len han estat assolits. Un cop és pol·linitzada, l’objectiu esdevé el 
desenvolupament i dispersió de les llavors produïdes. Així, amb la pol·linització 
els pètals/tèpals assoleixen la seva funció i es perden òrgans florals per romandre 
només l’ovari fertilitzat (Stead & van Doorn, 1994). Encara que la flor no sigui 
pol·linitzada o la fulla no pateixi un estrès sever, la longevitat d’ún òrgan és finita i 
es veu afectada per l’ambient. Quan la inversió per mantenir un òrgan viu—
creixent amb l’edat—supera el cost de generar un de nou, la planta se’n desfà 
(Ashman & Schoen, 1994). Així, factors endògens i exògens poden modular la 
inducció i progressió de la senescència foliar i floral, tot i esdevenir un procés 
inevitable a partir de certs esdeveniments del desenvolupament (van Doorn & 
Woltering, 2008; Jibran et al., 2013). 
En el Capítol 3, s’observaren els efectes de l’aplicació d’ABA i/o del seu 
agonista parcial pirabactina des del principi de la post-collita de fulles de col. 
Després de 8 dies, el tractament causà canvis importants en els nivells de 
citocinines, ACC i el mateix ABA; així com canvis en la regulació transcripcional 
del seu metabolisme, senyalització i respostes promogudes per aquestes hormones. 
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L’aplicació continuada d’ABA va doblar el seu contingut endogen al final del 
tractament i va causar canvis en el contingut de citocinines individuals i ACC. 
Més enllà del seu possible paper regulador positiu o negatiu de la senescència 
d’òrgans (Lim et al., 2007), la funció de les hormones ha de ser interpretada en 
funció de sobre quina part del procés actuïn: sobre la percepció de l’ambient, 
l’estat del desenvolupament i la seva integració, o els processos de senescència en 
si (Schippers et al., 2007; Jibran et al., 2013). L’etilè, ABA, jasmonats i salicilats 
modulen la senescència foliar en resposta a factors ambientals, però la sensibilitat 
de la fulla a aquests dependrà del seu estat de desenvolupament. L’etilè, auxines i 
brassinoesteroïdes poden alterar el programa del desenvolupament, canviant la 
seva progressió. En canvi, salicilats i citocinines poden actuar directament en 
diferents etapes del procés de senescència. A més, algunes hormones poden actuar 
antagonitzant la regulació d’altres hormones com les gibberel·lines, que 
antagonitzen els efectes de l’ABA en fulles, però també durant la maduració de 
fruits i la senescència floral (Schippers et al., 2007; Jibran et al., 2013; Kumar et 
al., 2014). 
L’ABA està involucrat tant en la regulació del desenvolupament (Finkelstein, 
2013) com en la resposta a estressos (Nakashima & Yamaguchi-Shinozaki, 2013). 
En molts processos l’ABA promou l’acumulació d’antioxidants i protegeix la 
funcionalitat del cloroplast (Ivanov et al., 1995; Ghassemian et al., 2008; Leng et 
al., 2014). A més, l’ABA pot participar en el control dels trets associats al 
desenvolupament que fan que una fulla sigui sensible a factors externs promotors 
de la senescència (age-related changes), com el manteniment de l’homeòstasi 
redox i de les membranes (Jibran et al., 2013). Aquests trets també protegeixen les 
funcions cel·lulars durant la progressió i finalització de la senescència per una 
òptima remobilització (Lim et al., 2007; Jibran et al., 2013; Zhao et al., 2016). A la 
vegada, l’ABA pot promoure la senescència promovent la síntesi i sensibilitat a 
etilè, o per mitjà de mecanismes independents a l’etilè (Zhao et al., 2016). La 
relació entre l’ABA, i la síntesi i senyalització d’etilè depèn de l’òrgan, l’edat 
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d’aquest i el seu estat fisiològic (Ghassemian et al., 2000). Així, l’ABA inhibeix la 
síntesi d’etilè durant el creixement vegetatiu o l’estrès en teixits en creixement 
(Spollen et al., 2000; Sharp, 2002), mentre promou la seva producció en òrgans en 
la senescència foliar (Riov et al., 1990) o a la maduració del fruit (Zhang et al., 
2009). D’aquesta manera, l’efecte potencial de manipular els nivells d’ABA, o la 
seva senyalització, sobre la senescència foliar, depèn de l’estat de 
desenvolupament de la fulla. A més, cal recordar la importància de l’ABA en les 
respostes a estressos abiòtics durant la post-collita, possibilitant l’adaptació a un 
entorn canviant d’aquests d’òrgans especialment vulnerables (Toivonen, 2004; 
Toivonen & Hodges, 2011; Mittler & Blumwald, 2015).  
De forma natural, amb la progressió de la senescència foliar l’expressió dels 
enzims biosintètics d’ABA és promoguda, i per tant els nivells d’ABA 
incrementen (Lim et al., 2007). Al capítol 3 l’augment dels nivells endògens 
d’ABA no causà canvis en la regulació transcripcional de la biosíntesi d’ABA, 
mentre el seu catabolisme va ser transcripcionalment regulat a la baixa. Diversos 
transportadors d’ABA, associats a la sensibilitat de diferents teixits a aquest 
(Boursiac et al., 2013; Zhang et al., 2014), també varen ser transcripcionalment 
regulats a la baixa. Els receptors d’ABA i la seva diferent localització i afinitat 
permeten integrar diferents respostes transcripcionals i post-traduccionals per 
transduir respostes en un gran rang de concentracions d’ABA i tipus cel·lulars 
(Sun et al., 2016). Al Capítol 3 s’observà com en resposta a l’augment dels nivells 
d’ABA des del principi de la post-collita s’incrementà l’expressió dels receptors 
PYL9 i CHLH, associats a la regulació de la senescència i la resposta a estressos 
(Du et al., 2012; Zhao et al., 2016). Així l’aplicació d’ABA generà canvis al 
metabolisme d’ABA, i a transportadors i receptors claus per la seva percepció. Els 
conseqüents canvis en la senyalització d’ABA van causar canvis en reguladors clau 
de la senescència i l’homeòstasi cel·lular. 
Després de 8 dies les fulles emmagatzemades a temperatura ambient i tractades 
amb solucions que contenien ABA reduïren el contingut d’ACC a la meitat. Així, 
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el metabolisme de l’etilè presentà regulació transcripcional en resposta a l’augment 
dels nivells d’ABA. La senyalització i resposta per etilè presentà grans canvis, 
essent generalment regulada transcripcionalment a la baixa. També cal considerar 
que l’ACC per si mateix també podria tenir funcions reguladores, independentment 
de l’etilè, però per mecanismes encara desconeguts (Van de Poel & Van Der 
Straeten, 2014). 
La família d’hormones de les citocinines, un inhibidor clau de la senescència, 
presentà canvis en els nivells de compostos individuals en resposta als tractaments 
amb ABA i ABA+Pyr. Augmentaren els nivells de nucleòsids (IPA i DHZR) i 
bases lliures (2iP) en resposta a la regulació transcripcional d’enzims 
d’interconversió entre les diferents citocinines (veure Figura 8 del Capítol 3). 
Aquesta associació és limitada pel fet que molts dels enzims que catalitzen les 
reaccions d’interconversió no han estat identificats (Zhang et al., 2013). La 
possible funció biològica d’un perfil de citocinines alterat en respostes a l’estrès no 
està resolta, però les citocinines antagonitzen les respostes per ABA en molts 
processos, incloent-hi la regulació de la senescència d’òrgans i la fotosíntesi 
(Pinheiro & Chaves, 2011). Per exemple, Arabidopsis amb nivells molts reduïts de 
citocinines presenten un fenotip resistent a estressos amb una major integritat de 
les membranes i hipersensitibilitat a ABA (Nishiyama et al., 2011), mentre la 
sobreexpressió de gens de biosíntesi de citocinines confereix insensibilitat a ABA 
(Wang et al., 2011). Així, l’augment observat en els nivells de citocinines en 
resposta al tractament amb ABA i/o Pyr no només podia actuar sobre la regulació 
de la senescència en si sinó també podria haver reduït la sensibilitat a ABA com a 
un possible mecanisme compensatori. 
Els tractaments amb ABA i ABA+Pyr (però no només amb pirabactina) 
promogueren la transcripció de promotors claus de la funció del cloroplast, 
incloent-hi reguladors i components de la maquinària de transcripció i traducció al 
cloroplast. A la vegada, mantingué la turgència i la integritat de la membrana, i 
causà canvis en la regulació transcripcional de la biogènesi i remodelació de la 
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membrana i la paret cel·lular. Tots ells trets associats amb el manteniment de la 
funció i l’homeòstasi, i per tant associats a una supressió de la senescència. En 
molts altres processos del desenvolupament i respostes a estressos l’ABA promou 
l’acumulació d’antioxidants i protegeix la funcionalitat del cloroplast (Ivanov et 
al., 1995; Ghassemian et al., 2008; Leng et al., 2014). 
En flors, l’increment de la producció d’etilè, associat a un augment en la 
sensibilitat a aquest i un pic respiratori, també indueix la senescència floral (van 
Doorn & Woltering, 2008). Però moltes espècies de gran interès comercial són 
insensibles a l’etilè, especialment moltes monocotiledònies, com per exemple: 
Lilium spp., Iris spp., Narcissus spp., Tulipa spp (van Doorn, 2001; Rogers, 2012). 
En aquestes últimes, la inducció de la senescència i la regulació de la seva 
progressió no s’ha resolt. Sembla que els reguladors hormonals més importants en 
la senescència de flors insensibles a l’etilè és el balanç entre citocinines i ABA 
(van Doorn & Woltering, 2008). Recents revisions destaquen la manca d’un bon 
model de flor insensible a l’etilè en la que es puguin concentrar els esforços i 
recursos de l’acadèmia i l’empresa (van Doorn & Han, 2011; Rogers, 2013). Entre 
altres dificultats està la diversitat fisiològica i metabòlica de la multitud d’espècies 
i varietats que mostren trets que puguin ser d’interès per la recerca bàsica o el 
mercat de la flor. A més, en molts casos la identificació i generalització dels 
mecanismes subjacents no és necessàriament l’objectiu de molta de la inversió i 
recerca en aquest camp. 
En quasi totes les espècies estudiades hi ha canvis en les concentracions de 
ROS i els nivells de mecanismes antioxidants enzimàtics i no enzimàtics (Rogers, 
2012). En fulles, un balanç redox més oxidat actua com a senyal d’inducció de 
respostes a estressos abiòtics i biòtics (Bartoli et al., 2013; Braun et al., 2013; 
Munné-Bosch et al., 2013), però també de regulació de la inducció i/o progressió 
de la senescència foliar (Zimmermann & Zentgraf, 2005). En el desenvolupament 
de la flor, generalment s’identifiquen dos pics en els nivells de ROS: un primer 
associat amb l’obertura de la flor i un segon associat a l’aparició dels primers 
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signes visibles de senescència. Aquests pics són associats a una disminució dels 
mecanismes antioxidants (Rogers, 2012). Tot i que el nombre d’estudis que 
intenten discernir els mecanismes subjacents a la regulació redox de la senescència 
floral és reduït, i a més aquests estudien models molt diversos, una recent revisió 
(Rogers, 2012) intentà identificar 2 candidats amb potencial regulador: l’estat 
d’oxidació de l’ascorbat com a senyal primària de senescència, i els hidroperòxids 
generats tan enzimàticament com no enzimàticament en estadis tardans de 
senescència. 
A l’Apèndix 1 s’observà la prolongació de la vida comercial de la flor tallada i 
dels darreres estadis de senescència per l’aplicació de melatonina, amb efectes 
sobre el contingut hídric. Els efectes observats depengueren de la concentració de 
melatonina a la solució del vas, i de la duració i el moment de l’aplicació. Pocs 
estudis han explorat els possibles rols de la melatonina en les diferents fases de 
desenvolupament de la flor. Els nivells de melatonina de la planta sencera poden 
afectar la inducció fotoperiòdica de la floració (KoláĜ et al., 2003; Byeon et al., 
2014). Un cop formada la gemma floral, hi ha evidències de la regulació 
transcripcional de certa acumulació de melatonina durant el desenvolupament en 
panícules senceres d’arròs (Park et al., 2013). En canvi, en flors senceres de 
Datura mentel (Cucurbitaceae) s’observa una ràpida disminució dels continguts de 
melatonina i serotonina (Murch et al., 2009). Aquests estudis, al considerar la flor 
sencera, i representar els pètals només una part reduïda de la biomassa total de la 
flor o panícula, canvis en altres òrgans florals que presenten estats fisiològics molt 
diferents (i.e., l’ovari fecundat) poden ser determinants per explicar les tendències 
descrites. Per exemple, s’han descrit canvis dinàmics en els nivells de melatonina 
en l’ovari durant la microesporogènesis en Hypericum perforatum (Murch & 
Saxena, 2002).  
La literatura que relaciona melatonina i desenvolupament de flors és limitada, i 
en cap cas analitza el seu paper en la senescència floral in planta o post-collita. 
Més enllà del que succeeix durant la microesporogènesis en ovaris, les diferències 
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entre òrgans florals durant el desenvolupament i senescència són desconegudes. 
Els efectes de les aplicacions de melatonina sobre altres processos de senescència, 
com la inhibició de la senescència foliar induïda per estressos abiòtics, també 
depenen del mètode d’aplicació i de la dosi (Arnao & Hernández-Ruiz, 2015).  Ja 
sigui per la seva funció antioxidant o per la seva funció reguladora, la melatonina 
ha estat descrita com un compost capaç d’alleugerir els efectes d’estressos abiòtics 
i la conseqüent inducció de la senescència sobre la planta sencera i fulles 
individuals. L’aplicació de melatonina abans d’exposar fulles a estressos abiòtics 
afecta el metabolisme i la percepció d’ABA, reduint-ne els nivells (Weeda et al., 
2014; Li et al., 2015). La resposta a l’estrès hídric sever que suposa la postcollita 
per mantenir l’homeòstasi hídrica ha estat normalment associada als nivells 
d’ABA. Però aquests estudis on la melatonina redueix els nivells d’ABA observen 
un manteniment de l’homeostasi de les membranes i la fotosíntesi durant l’estrès 
independent dels nivells d’ABA. A l’Apèndix 1 també s’observaren efectes de 
l’aplicació de melatonina sobre el contingut hídric associats al retard en l’abscisió.  
Al Capítol 3 i l’Apèndix 1 s’observà com l’efecte dels canvis en els nivells 
d’ABA i/o melatonina depèn tant en fulles com en pètals de l’estat del 
desenvolupament que presenti l’òrgan tractat. I per tant que l’efecte serà molt 
diferent si l’òrgan és “jove”, o insensible a estímuls promotors de la senescència; 
seràn molt diferents a si és” madur” i per tant sensible; o “vell” i pot entrar per si 
sol en senescència, modulada per estímuls interns i externs. 
2. Maduraciódefruits
Els fruits carnosos han evolucionat per esdevenir més atractius als dispersors
per mitjà del color i aroma (acumulant pigments i volàtils), estovament (degradació 
de la paret), i valor organolèptic i nutricional per dispersor (aroma, sabor, sucres, 
àcids orgànics, antioxidants, vitamines, etc.) (Gómez et al., 2014). Després de 
completar el seu desenvolupament, el fruit madura en un complex i estrictament 
regulat procés fisiològic per desenvolupar aquests trets. Els fruits poden continuar 
desenvolupant aquests trets (estovament, color, aromes) conduint a la 
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sobremaduració (over-ripening), en el que el fruit declina com a òrgan i perd el seu 
valor comercial. Les analogies entre els processos i els trets que es desenvolupen 
en la maduració de fruits i la senescència d’òrgans sensu stricto (representada en 
aquesta tesi per la senescència foliar i floral), i la seva regulació, són evidents. 
Diferents treballs han explorat aquestes analogies, comparant els canvis 
histològics, metabòlics i transcripcionals que caracteritzen aquests processos 
(Matas et al., 2009; Wagstaff et al., 2009; Gapper et al., 2013; Gómez et al., 2014). 
I tot que amb aquests estudis els autors confirmen aquestes similituds visuals i 
bioquímiques, la seva regulació transcripcional i metabòlica presenta 
característiques úniques de cada procés. Tot i que la literatura sobre postcollita fa 
servir el terme “senescència“ per referir-se a la sobremaduració (Xi et al., 2016), 
els autors generalment arriben a la conclusió de què la sobremaduració és una 
extensió de la maduració, i la maduració en si un procés anàleg a la senescència 
d’òrgans (Gómez et al., 2014). És per això que aquesta tesi estudia aquests 
processos anàlegs i té l’atreviment d’englobar-los en el terme “processos de 
senescència d’òrgans”. 
Els fruits són dividits en climatèrics o no climatèrics basant-se en diferències 
clau en la regulació hormonal de la seva maduració. Els fruits climatèrics presenten 
un pic en la producció d’etilè i la seva percepció associat a un pic en la respiració a 
l’inici de la maduració (Adams-Phillips et al., 2004). En els fruits no climatèrics—
com els Citrus, el raïm, la maduixa—en canvi, no es produeix aquest pic d’etilè i 
respiratori que marca aquesta fase de la maduració. Encara que en alguns casos hi 
ha un augment de l’etilè sense el subseqüent pic respiratori que pot trobar-se 
associat a alguns paràmetres de maduració del fruit (Jiang & Joyce, 2003; Chervin 
et al., 2004), com en el cas dels gerds (Perkins-Veazie & Nonnecke, 1992). Sense 
l’etilè com a principal promotor de la maduració, la literatura recull evidències de 
què en fruits no climatèrics l’ABA o el balanç entre l’ABA i IAA podrien assumir 
aquest rol (Archbold & Dennis, 1984; Perkins-Veazie, 1995; Jia et al., 2011; 
Seymour et al., 2013b). Els nivells de IAA són elevats en les fases inicials de 
creixement i expansió del fruit en desenvolupament, per disminuir en els estadis 
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posteriors de maduració; mentre l’ABA presenta un patró antagonista, essent 
acumulat a partir de l’inici de la maduració (Symons et al., 2012; Seymour et al., 
2013b). La regulació hormonal del desenvolupament i maduració del fruit és 
complexa, amb patrons comuns a la majoria de fruits estudiats que associen més 
hormones amb els diferents estadis del desenvolupament i maduració dels fruits 
(Cherian et al., 2014; Kumar et al., 2014). 
Els continguts d’ABA són molt baixos durant les primeres fases del 
desenvolupament del fruit, però augmenten a mesura que el fruit madura, 
augmentant dràsticament amb l’inici de la maduració. Per això, generalment es 
considera que l’ABA té un important rol en la regulació de la inducció i progressió 
de la maduració del fruit i de les característiques del fruit associades a la 
maduració (Seymour et al., 2013b). S’han acumulat múltiples evidències per 
considerar l’ABA com a regulador clau de la maduració tant en fruits climatèrics 
com no climatèrics (revisat recentment per Leng et al. (2014)): (i) hi ha una 
dràstica acumulació de ABA durant l’inici de la maduració i/o durant tot el procés 
de maduració del fruit; (ii) aquesta acumulació d’ABA precedeix l’emissió d’etilè i 
el climateri en la majoria de fruits climatèrics (Zhang et al., 2009), però també en 
fruits no climatèrics però sensibles a l’etilè (Jiang & Joyce, 2003); (iii) a més, 
aplicacions exògenes d’ABA promouen l’acumulació de metabòlits associats amb 
la maduració i en molts casos també canvis en la textura del fruit (Setha, 2012); 
(iv) fruits als quals deficients en la síntesi i/o percepció d’ABA presenten un
desenvolupament anormal i retarden molt o redueixen dràsticament l’acumulació
de metabòlits associats amb la maduració com antocianines o sucres solubles
(Taylor et al., 2000; Rodrigo et al., 2003; Jia et al., 2011; Romero et al., 2012; Ji et
al., 2014). D’aquesta manera una disrupció total de la senyalització per ABA pot
aturar la maduració del fruit (Chai et al., 2011).
L’expressió dels elements de les vies de percepció d’ABA canvien 
dinàmicament durant el desenvolupament i la maduració del fruit (Romero et al., 
2012; Sun et al., 2016), per tant l’efecte de les aplicacios d’ABA depèn de l’estat 
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de desenvolupament del fruit. En fruits climatèrics l’ABA exogen promou el 
metabolisme i la senyalització d’ABA i etilè, accelerant la maduració (Jiang et al., 
2000b; Zhang et al., 2009). En fruits no climatèrics, l’aplicació d’ABA—combinat 
amb altres reguladors del creixement (PGRs, plant growth regulators)—a la planta 
sencera abans o durant el quallat del fruit ha estat explorat com agent d’aclarida, 
amb efectes variables sobre la producció i qualitat del fruit (Greene & Costa, 
2013). Pocs estudis exploren l’aplicació biotecnològica de l’ABA i els seus anàlegs 
(Setha, 2012; Rademacher, 2015). Així, la recerca de compostos que puguin 
activar selectivament els receptors d’ABA (agonistes d’ABA) i puguin ser aplicats 
sense restriccions al camp és un camp molt actiu, inclús manipulant receptors 
d’ABA perquè siguin sensibles a compostos ja aprovats i en ús en la producció 
(Park et al., 2015). Quan l’ABA és aplicat a l’estadi verd (entre el quallat i l’inici 
de la maduració del fruit) el contingut i el metabolisme d’altres fenilpropanoïdes 
com els tanins són afectats (Lacampagne et al., 2010). La literatura que explora els 
possibles efectes d’aplicacions d’ABA just després de la formació del fruit (fruit 
set) és escassa i presenta resultats molt variables (Setha, 2012; McAtee et al., 
2013). En la majoria dels casos, l’aplicació d’ABA té lloc abans o durant l’inici de 
la maduració i els efectes estudiats són limitats als principals marcadors de 
maduració de cada fruit. En aquestes condicions, la literatura generalment observa 
l’augment de l’acumulació de fenols (incloent-hi antocianines) i sucres solubles, 
augment de l’activitat antioxidant, i en alguns casos estovament del fruit (Ma et al., 
2008; Giribaldi et al., 2010; Setha, 2012; Leng et al., 2014). Aplicacions repetides 
durant el desenvolupament i la maduració poden retardar la maduració sense 
efectes en el contingut d’antioxidants (Buran et al., 2012). Per tant una aplicació 
durant el quallat del fruit podria tenir efectes limitats a un increment en el 
contingut d’antioxidants com s’observà al Capítol 2. 
L’aplicació d’ABA i/o pirabactina va suposar un augment important del 
contingut de vitamina C a fruits madurs de gerdera (Capítol 2). Un augment del 
contingut d’ascorbat en plantes, òrgans i productes frescs millora la tolerància a 
estressos abiòtics (Hemavathi et al., 2009; Gallie, 2013). I els estressos abiòtics són 
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un dels principals factors que determinen la longevitat post-collita (Toivonen & 
Hodges, 2011). Per tant, és especialment rellevant la comprensió de la fisiologia i 
el metabolisme dels antioxidants per optimitzar el valor nutricional i la longevitat 
del producte fresc. Les condicions ambientals, el genotip, l’estadi de maduració del 
fruit i l’impacte de les pràctiques de maneig del cultiu i de processament del 
producte fresc afecten el contingut de vitamina E als fruits carnosos (Raiola et al., 
2015). En un primer estudi (Capítol 1) es va descriure l’efecte de l’aplicació 
d’ABA al quallat del fruit sobre la vitamina E del fruit madur. El tractament amb 
ABA causà un efecte limitat sobre els nivells de į-tocoferol en el fruit madur 
aparegut a la segona fructificació de la temporada, a la tardor. Aquest efecte no 
s’observa en els fruits tractats amb ABA i/o pirabactina durant la principal 
fructificació a la primavera (Capítol 2).  
El metabolisme de la vitamina C durant la maduració dels fruits carnosos està 
lligada a la resistència a estressos abiòtics i biòtics, tant a la planta com a la post-
collita (Kalt et al., 1999). Durant la maduració l’ascorbat generalment s’acumula, 
tant per l’augment de la seva biosíntesi a partir de sucres solubles com a partir de 
la degradació de polisacàrids de la paret (Bartoli et al., 2016). Durant la maduració 
els enzims que consumeixen la forma reduïda i, especialment, els implicats en el 
seu reciclatge són claus pel contingut final d’ascorbat (Bartoli et al., 2016). Al 
Capítol 2 es mostrà com el tractament amb ABA i/o pirabactina afectava l’estat 
redox de la vitamina C i l’activitat enzimàtica d’enzims del seu metabolisme i 
reciclatge durant la maduració per augmentar el contingut de vitamina C total a 
l’estadi Dark Red. 
Encara que aplicacions d’ABA han demostrat el seu potencial per millorar la 
qualitat d’alguns fruits (Setha, 2012), la comercialització d’aquestes és limitada per 
la seva sensibilitat a la llum i el seu ràpid catabolisme a la planta (Zaharia et al., 
2005). Els nivells d’ABA i els seus metabòlits són dinàmics i estan estrictament 
regulats; així és possible que l’ABA aplicat sigui degradat per la llum o el 
metabolisme abans que el producte sigui collit o arribi al consumidor. En canvi, les 
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dinàmiques de la pirabactina no han estat descrites per la literatura científica ni les 
fitxes tècniques. Aquesta potencial diferència en les dinàmiques de degradació dels 
diferents tractaments pot representar diferències en la dosi efectiva, l’extensió en el 
temps i l’impacte del tractament. Les aplicacions de pirabactina s’han demostrat 
efectives en reduir lleugerament la longevitat comercial de flors de Lilium (Arrom 
& Munné-Bosch, 2012a) o reduint l’efecte d’inhibidors de la senescència en el cas 
de la senescència de fulles en vares florals de Lilium (Arrom & Munné-Bosch, 
2012b). Aquests estudis només descriuen canvis visuals i del contingut de 
clorofil·les, però no els efectes dels tractaments als continguts de vitamina C (o el 
seu estat redox) o el contingut de proteïnes. Els capítols 2 i 3 són les primeres 
descripcions publicades a la literatura científica dels efectes d’aplicacions de 
pirabactina i els subseqüents canvis bioquímics i moleculars en espècies d’interès 
hortícola. 
Aquestes interpretacions són condicionades pel fet que tant les mesures de les 
formes de vitamina C com les determinacions d’activitat enzimàtica varen ser 
determinades a partir d’extractes de tot l’òrgan. Diferents compartiments cel·lulars 
presenten diferents estats redox i diferents isoformes d’enzims que participen en la 
funció i reciclatge de l’ascorbat. Aquesta activitat enzimàtica té funcions 
biològiques molt diferents en els diferents compartiments cel·lulars (Foyer & 
Noctor, 2009; Xia et al., 2015). L’apoplast, que generalment és un dels principals 
pools d’ascorbat està especialment oxidat. Les diferències entre compartiments 
tenen una important funció en la regulació de processos del desenvolupament 
(inclosa la maduració de fruits), i la percepció i resposta a estressos (Foyer & 
Noctor, 2011; Rogers, 2012; Munné-Bosch et al., 2013; Palma et al., 2015). 
D’aquesta manera, als Capítols 1 i 2 es mostrà l’efecte de l’increment dels 
nivells d’ABA o la manipulació de la seva senyalització per l’aplicació de 
pirabactina durant el quallat del fruit. S’observaren efectes sobre el contingut 




3. Metodologia: avantatges i dificultats de plantes nomodel i diferents
aproximacionsanalítiques
Precisament amb tots els canvis que tenen lloc a nivell bioquímic i histològic,
els teixits senescents són teixits amb els que és difícil treballar. Aquests 
requereixen força temps, recursos i experiència per adaptar qualsevol metodologia 
que generalment ha estat desenvolupada per a teixits joves o madurs, però 
presenten un gran interès.  
L’estudi de plantes no model 
Moltes plantes no model són recursos indispensables per alimentació humana i 
animal, fibres o com a font d’energia. I precisament ho són perquè presenten 
característiques úniques en la seva estructura, metabolisme o la seva regulació. 
Això dificulta el trasllat dels resultats dels estudis en plantes model a aplicacions 
biotecnològiques o programes de millora en plantes d’interès agronòmic 
(Carpentier et al., 2008)  
Com recentment Blum (2015) discuteix, molta precaució és necessària per 
intentar predir els beneficis en la producció agrícola extrapolant les respostes i la 
magnitud dels efectes observats en plàntules d’Arabidopsis i altres espècies a 
estressos i pertorbacions curts i intensos en plantes de cultiu. Aquesta és una 
debilitat de la recerca amb models i protocols d’estrès i processos del 
desenvolupament poc realistes. Ampliar els models utilitzats i apropar els 
protocols de tractament i condicions ambientals a la realitat de la producció és 
necessari. Per exemple, el paper de l’ABA en la resposta a estressos abiòtics és 
àmpliament estudiat a nivell fisiològic, bioquímic i molecular; però ha tingut un 
impacte molt limitat en els resultats als programes de millora (Blum, 2015). Tot i 
això, en altres processos biològics en què els models emprats en recerca bàsica són 
més propers a aquells emprats en la producció hortícola i de flors existeixen 
tractaments exògens d’ús comercial que utilitzen ABA, i antagonistes del seu 
Discussió general
156
metabolisme (Rademacher, 2015). En són exemples la millora del color del raïm, i 
el control de la dormició de bulbs i gemmes (Rademacher, 2015). 
A l’hora de valorar el potencial biotecnològic d’una aplicació exògena, i la 
validesa d’un experiment que inclou tractaments químics, s’han de tenir en compte 
moltes característiques fisicoquímiques, com la solubilitat en les diferents 
solucions; adherència o adsorció a materials usats durant la manipulació i 
aplicació; sensibilitat a llum, temperatura, pH; reaccions amb altres compostos 
d’altres tractaments emprats habitualment en el cultiu, etc. Però també els efectes 
de la seva metabolització per la planta, l’ambient, i pels operaris i consumidors. 
La millora del contingut de vitamines i altres compostos d’interès organolèptic 
o nutricèutic per programes de millora o pràctiques de maneig pre- i post-collita
pot generar rendiments tant a nivell de nutrició humana i animal, com de millora de
la resistència a l’estrès. Aquest benefici s’aplica tant a vitamines (Fitzpatrick et al.,
2012; Hanson et al., 2016) com a glucosinolats (Ishida et al., 2014). Ja als anys
1950 es parlava de la rellevància de les vitamines per les plantes. A ‘The chemical
cure of climatic lesions’ (Bonner, 1957) ja es recollí la importància que tindria el
potencial de control dels efectes dels estressos abiòtics en els cultius mitjançant
‘compostos químics’, vitamines i altres metabòlits. Temperatures extremes, alta
intensitat de llum, canvis de pH, i l’acumulació de ROS promoguda per molts
estressos consumeixen els pools de vitamines i antioxidants. La capacitat
antioxidant total dels fruits carnosos pot ser millorada per moltes estratègies de
millora o de maneig, però la resistència a diferents estressos depèn de l’acumulació
d’antioxidants específics (Zhang et al., 2015c).
L’estudi de plantes no model en recerca bàsica presenta dificultats, però 
l’esforç per adequar les tècniques i els conceptes desenvolupats en plantes models 
posa a prova la robustesa d’aquests davant la diversitat de les plantes. Entendre i 
poder manipular aquesta diversitat morfològica, fisiològica i metabòlica és un gran 
recurs per explotar. 
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Limitacions dels estudis de senescència 
L’heterogeneïtat dins dels òrgans no és normalment considerada a l’hora 
d’estudiar aquests processos. Les fulles i els òrgans florals no són estructures 
uniformes. En particular, només la meitat de les cèl·lules d’una fulla madura 
contenen cloroplasts (Thomas et al., 2003). Considerar tot un òrgan com si fos un 
conjunt de cèl·lules homogènies que es desenvolupen i responen sincronitzadament 
és una aproximació limitada (Thomas et al., 2003). En el cas de la senescència de 
pètals o tèpals la degradació del mesòfil als marges dels tèpals es produeix abans 
que els signes visuals de senescència (pèrdua de turgència, translucidesa, rolling) 
siguin visibles a Alostremeria, Hemerocallis, Iris o Lilium (Stead & van Doorn, 
1994; Bailly et al., 2001; Wagstaff et al., 2003; Battelli et al., 2011). En altres 
espècies, aquest col·lapse de les cèl·lules del mesòfil només té lloc quan la 
deshidratació és visible (Stead & van Doorn, 1994). De forma limitada, l’estudi de 
paràmetres fisiològics, bioquímics i hormonals en diferents franges de col (Capítol 
2)permet evidenciar aquestes diferències i la seva importància per l’estudi tant del
fenomen de la senescència foliar en si com en qualsevol aplicació biotecnològica.
La transdiferenciació cel·lular que té lloc durant la senescència d’òrgans 
manifesta unes característiques i una regulació similar a la d’altres models més 
simples. És el cas de la senescència induïda per factors externs en organismes 
unicel·lulars com Chlorella o en la rediferenciació que té lloc durant l’aïllament de 
protoplasts (Thomas et al., 2003; Jayaraman et al., 2015). Aquests models poden 
facilitar l’estudi de mecanismes cel·lulars simples, però la seva interacció en el 
complex sistema ordenat en el temps i l’espai de diferents teixits i tipus cel·lulars 
que conforma un òrgan vegetal és el que dóna als processos fisiològics les seves 
característiques. 
L’heterogeneïtat en el temps i l’espai dins un òrgan és clau per la seva funció 
Però, especialment en processos dinàmics com la senescència, fa més complex el 
seu estudi i interpretació. 
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Aplicacions exògenes. Aproximació farmacològica? 
Molts dels elements de síntesi i percepció d’ABA són codificats per àmplies 
famílies gèniques, donant molta flexibilitat al sistema en diferents teixits i estadis 
del desenvolupament però alhora dificultant la seva identificació i estudi per 
tècniques genètiques clàssiques (forward genetics, estudi de mutants i transgènics 
deficients i/o sobreexpressors) (Cutler et al., 2010; Park et al., 2015). Així, 
tècniques bioquímiques o farmacològiques han estat claus. Per exemple, els 
receptors PYR/PYL/RCAR van ser identificats per la seva resistència a la 
pirabactina (Park et al., 2009). 
L’ús de tècniques moleculars per si sol no és tampoc necessàriament concloent. 
Per exemple, Haughn & Somerville (1987) estimà que el nombre de mutacions en 
una línia mutant d’Arabidopsis thaliana generada per EMS (metanosulfat d’etil)–el 
mutagen químic més emprat en plantes–presenta ca. 200 mutacions puntuals. Una 
estimació més recent amb una aproximació similar eleva l’estimació a 700 
mutacions (Jander et al., 2003). Així que per assegurar que el fenotip observat és 
causat per la mutació identificada per l’screening i no qualsevol de les altres és 
necessari l’ús d’assajos de complementació o d’aplicacions exògenes per rescatar 
el fenotip i confirmar la relació causal (Pastori et al., 2003). En el cas de línies 
d’inserció mai es poden descartar efectes pleiotròpics difícils de predir o detectar 
per la localització de la inserció o insercions, o perquè el procés d’inserció hagi 
causat reorganitzacions cromosòmiques (Hu et al., 2017). L’estudi de la vitamina 
C presenta un recent exemple d’aquesta problemàtica. El mutant vtc2-1 (deficient 
en la biosíntesi de vitamina C) presenta transcrits normals de VTC2 però les 
proteïnes codificades presenten una activitat reduïda, presentant nivells reduïts 
d’ascorbat i un alentiment del creixement, com els mutants vtc1. Un nou knockout 
de VTC2 no té el transcrit i presenta baix contingut d’ascorbat però no un retard del 




L’ABA és potser una de les fitohormones o reguladors del creixement més 
estudiats pel seu rol clau tant en diferents fases del desenvolupament com en la 
senyalització i resposta a estressos biòtics i abiòtics (Dörffling, 2015). Això 
compren l’estudi d’aquests processos a totes les escales espacials i temporals, des 
de la relocalització de transportadors d’ABA en resposta a la detecció d’estrès salí 
(Park et al., 2016) a la integració de tots aquests detalls reguladors mecanístics en 
fenotips al camp (Blum, 2015). Sorprenentment les aplicacions d’aquests 
nombrosos estudis a la producció agronòmica o biotecnològica és força limitada, 
en comparació amb altres reguladors del creixement (Blum, 2015; Dörffling, 2015; 
Rademacher, 2015). Hi ha dues limitacions importants: l’ABA és fotosensible 
(Zaharia et al., 2005), i la seva síntesi química és complexa, encara que alguns 
fongs fitopatògens en produeixen en grans concentracions (Zaharia et al., 2005; 
Rademacher, 2015). Existeixen agonistes sintètics no registrats encara i que 
presenten una síntesi complexa i encara massa costosa pel seu ús a gran escala 
(Rademacher, 2015). 
Una de les poques aplicacions efectives i extenses d’aquest volum de 
coneixement sobre la fisiologia de l’ABA són les tècniques de Partial Root Drying 
(PRD, assecament parcial de les rels) per estimular la regulació del balanç hídric i 
les reserves d’aigua del sòl en cultius àrids. (Blum, 2015). L’altre ús estès en la 
indústria és el control de la dormició en gemmes i bulbs per evitació d’estressos o 
durant l’emmagatzemament. La pirabactina (pyrabactin) és un agonista parcial 
d’aquesta família de receptors, interaccionant amb alguns membres. Com a 
agonista, induint la transducció de senyal; o com a antagonista, unint-se al receptor 
de forma no productiva (sense activar transducció) i per tant competint amb 
l’activació per l’ABA. Aquesta selectivitat de la pirabactina i compostos derivats 
ha contribuït a la caracterització de la percepció d’ABA i la seva transducció per 
tècniques de chemical biology o farmacològiques habituals en l’estudi d’altres 
sistemes (Benson et al., 2015; Park et al., 2015). Altres estudis han fet servir 
fluridona o norflurazon com a inhibidors de la síntesi de ABA (Spollen et al., 
2000), però els seus efectes van molt més enllà en ser inhibidors de la fitoè 
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desaturasa i per tant afectar la síntesi de tots els carotenoides i metabòlits que se’n 
deriven. Recentment s’ha caracteritzat l’ABA ANTAGONIST1 (AA1), una 
molècula capaç d’inhibir les respostes induïdes per ABA unint-se a tots els 
receptors per bloquejar la interacció amb PP2Cs (Ye et al., 2017). Entre els 
fenotips que causa es troba el retard de la senescència i els autors asseguren que la 
seva síntesi és prou senzilla i barata per fer factible el seu ús en producció. 
Els milloradors i agrònoms tenen sempre present la importància de tots els 
elements de la llarga cadena entre el productor i el plat. I com qualsevol millora 
biotecnològica requereix tenir en compte tots els actors de la cadena alimentaria. 
Per considerar l’impacte real d’una millora del contingut nutricional com les 
mostrades al Capítol 3 s’ha de tenir en compte les pèrdues pre- i post-collita, al 
llarg de tota la cadena logística, així com el cuinat i l’assimilació d’aquest 
increment nutricional acompanyat per la matriu vegetal (Lee & Kader, 2000; 
Kader, 2005; Fitzpatrick et al., 2012). 
Una aplicació exògena representa un augment puntual de concentració més o 
menys llarg, atenuat progressivament per la metabolització in planta i la 
degradació a la superfície o medi. Les dinàmiques d’absorció, transport als llocs 
d’acció i metabolització poden ser molt complexes i difícils d’estudiar. La 
distribució d’un regulador del creixement entre els teixits d’un òrgan i entre els 
compartiments d’una cèl·lula són molt rellevants per la seva acció biològica. 
Qualsevol regulador del creixement pot causar diferents efectes a diferents teixits 
i/o diferents compartiments dins la cèl·lula. L’ús de precursors, que en principi 
fossin inactius fins a arribar al teixit i compartiment on s’expressessin els enzims 
necessaris per a la seva metabolització al compost actiu pot ser una alternativa. 
L’ús de compostos que són transportats activament o passivament pels teixits 
conductors és una altra estratègia, que és usada pels productes fitosanitaris 
sistèmics. 
Quan l’aplicació d’un compost químic, com l’ABA o els seus agonistes, té lloc 
en parts de la planta que seran consumides, és necessari considerar la seguretat del 
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consumidor. L’ABA es produït per un gran rang d’animals, des d’animals inferiors 
a la majoria de teixit dels mamífers, on actua com a regulador paracrí en respostes 
a estressos, regulació immune, i regulació de la producció d’insulina (Tossi et al., 
2012). Els receptors d’ABA són força diferents en animals i plantes (Tossi et al., 
2012), així que el possible efecte dels seus agonistes a diferents regnes és 
improbable però hauria de ser considerat. L’ABA pot actuar com a inhibidor del 
creixement i proliferació en cèl·lules canceroses, però no presenta efectes 
significatius en cèl·lules sanes (Li et al., 2011). 
Les aplicacions exògenes són una eina força directa per estudiar la funció d’un 
compost, però el seu ús tant a la recerca bàsica com la seva aplicació 
biotecnològica presenten limitacions que s’han de considerar a l’hora de dissenyar 
un estudi i valorar-ne els resultats. 
Tècniques -òmiques. 
Les tècniques de seqüenciació de nova generació (next gen sequencing) han 
obert la porta a noves possibilitats tant en la recerca de respostes a preguntes de 
recerca bàsica com en el disseny i millora de noves varietats de cultius. Aquestes 
tecnologies permeten l’anàlisi ràpid, relativament barat i exhaustiu de poblacions 
complexes d’àcids nucleics com pot ser-ho el transcriptoma d’una planta 
(Bräutigam & Gowik, 2010). La producció, quantificació i anàlisis d’aquestes 
seqüències requereix el desenvolupament i aplicació d’eines bioinformàtiques 
(Bräutigam & Gowik, 2010). Tècniques i eines en principi agnòstiques respecte 
l’espècie i teixit subjacent, permetent estendre aquestes anàlisis sistèmiques a 
plantes no model (Unamba et al., 2015). 
Aquestes tècniques poden permetre caracteritzar i entendre la diversitat de 
metabolisme i fisiologies del desenvolupament i les respostes a estressos present 
en el regne vegetal. Permeten estudiar els processos de diversificació en si i la seva 
relació amb l’ambient, però també l’anàlisi evolutiu i la millora assistida per 
marcadors. L’evolució de les tècniques no dirigides i amb d’alta capacitat (high-
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throughput) permeten ampliar el rang de plantes amb les quals es pot treballar de 
forma efectiva. I la diversitat de metabolisme amb elements i regulació diferents. 
D’aquesta manera complementant el fenotipat en molts estudis de recerca bàsica o 
biotecnològica, o en moltes fases de programes de millora directament substituint 
el fenotipat. 
L’anàlisi del transcriptoma és una tècnica no dirigida i robusta però que biaixos 
introduïts per teixits o òrgans poc estudiats (Aird et al., 2011; Conesa et al., 2016), 
però també presents en anàlisi bioquímiques o determinacions enzimàtiques 
(Queval et al., 2008). Les eines bioinformàtiques per reconstruir un genoma o 
assignar funcions a transcrits detectats són en principi agnòstiques respecte a 
l’espècie o el teixit emprat. La realitat és que la facilitat de l’anàlisi i la capacitat 
d’explotar i extreure tota la informació d’un experiment individual és molt més 
limitat sense un context d’altres òrgans, edats, ambients, processos o respostes amb 
el mateix model. El volum de dades generat i l’elevat nombre de passos que 
presenten les anàlisis entre les dades senes processar i el resultat de l’anàlisi 
requereix un èmfasi renovat en la importància de les bones pràctiques. És vital la 
documentació raonada dels processos i decisions que condueixen a la tria del 
disseny experimental, eines emprades en les anàlisis i els paràmetres triats, així 
com la necessitat de la seva divulgació en les comunicacions dels resultats 
obtinguts (Conesa et al., 2016). 
Un altre factor a tenir en compte és assumir les limitacions del que representen 
canvis transcripcionals. Un estudi global de la resposta transcriptòmica i 
proteòmica a ABA de suspensions cel·lulars d’Arabidopsis presenta una pobra 
correlació entre els canvis a nivell transcripcional i de proteïnes (r = 0.66) (Böhmer 
& Schroeder, 2011). El gran nombre de transcrits i proteïnes regulats 
diferencialment denota la necessitat d’entendre mecanismes addicionals de 
regulació, no només de la quantitat de transcrit o proteïna, sinó de la seva activitat 







x Els processos de senescència de fulles i flors, i de maduració de fruits,
comparteixen característiques fisiològiques i de la seva regulació hormonal i
redox.
x Els reguladors endògens analitzats (fitohormones, estat redox, i la seva
regulació transcripcional) mostreQ variacions significatives al llarg dels
processos de senescència post-collita de fulles i flors, i de maduració de
fruits.
x L’ABA resulta ser un important regulador dels processos de senescència
foliar i floral, i de maduració de fruits.
x L’aplicació d’ABA i/o pirabactina promou canvis en els continguts de
vitamina C i E, i el seu estat redox durant la maduració de gerds.
x La pirabactina presenta els mateixos efectes sobre la vitamina C en la
maduració de gerds que l’ABA, però també disminueix el contingut proteic
del fruit.
x L’ABA retarda la senescència foliar post-collita de Brassica oleracea var
capitata, a través dels nivells endògens i la regulació transcripcional del
metabolisme i la senyalització d’ABA, citocinines i etilè.
x L’ABA retarda la senescència foliar post-collita de Brassica oleracea var
capitata, a través de la desregulació de factors de transcripció que coordinen
processos del desenvolupament i resposta a estressos, mantenint la
funcionalitat del cloroplast, contingut hídric i l’homeòstasi redox i cel·lular.
x L’ABA redueix la transcripció de mecanismes de percepció i resposta a
estressos biòtics durant la senescència foliar post-collita de Brassica
oleracea var capitata, incloent la desregulació del metabolisme de
glucosinolats i fenilpropanoïdes.
x El tractament combinat amb ABA i pirabactina generalment augmenta la
magnitud dels efectes observats només amb ABA en la senescència foliar de
% oleracea var capitata. 
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x La melatonina allarga la longevitat de la flor i especialment els darrers
estadis de senescència floral de Lilium amb efectes dependents de la 
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REGULACIÓ DE LA SENESCÈNCIA FLORAL 





La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina, MT) és una molècula amb
funcions reguladores conservades en els diferents regnes de la vida que presenta 
nombroses funcions de regulació fisiològica i cel·lular (Arnao & Hernández-Ruiz, 
2015; Hardeland, 2015). Prové del metabolisme dels amino àcids aromàtics i té al 
triptòfan com a precursor, com la família de fitohormones de les auxines (Korasick 
et al., 2013). A més, la melatonina ha estat caracteritzada in vivo com un potent 
antioxidant d’espècies reactives d’oxigen (ROS) i espècies reactives de nitrogen 
(RNS) (Tan et al., 1993; Reiter et al., 2001; Galano et al., 2011). En plantes, la 
literatura suggereix la seva implicació principalment en la percepció i/o resposta a 
estressos abiòtics, com a promotor del desenvolupament i la regulació de ritmes 
circadians; però també en resposta a estressos biòtics, desenvolupament de fruits i 
senescència foliar (Arnao & Hernández-Ruiz, 2015; Hardeland, 2015; Reiter et al., 
2015; Zhang et al., 2015). Encara que en els darrers anys diferents estudis 
suggereixen la seva participació en processos de senescència associats a estressos, 
la seva possible implicació en la senescència floral no ha estat descrita (Arnao & 
Hernández-Ruiz, 2015; Hardeland, 2015; Reiter et al., 2015). En processos de 
senescència foliar, els tractaments amb diferents concentracions de MT alteren les 
vies de senyalització de diferents hormones (auxines, àcid abscísic, àcid salicílic, 
etilè i jasmonats (Weeda et al., 2014) i l’activació de diferents sistemes 
antioxidants enzimàtics i no enzimàtics (Wang et al., 2012; Liang et al., 2015), 
tenint com a resultat un retard dels símptomes visibles i els marcadors moleculars 
de senescència foliar. 
Encara que els tèpals comparteixin el seu origen evolutiu amb el model de 
senescència d’òrgans més estudiat—la fulla—la seva diferent funció comporta 
importants diferències fisiològiques. Mentre les fulles són autòtrofes—i en 
conseqüència els cloroplasts són els principals generadors de ROS—, els pètals (o 
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tèpals) són majoritàriament no fotosintètics, i per tant heteròtrofs. Mentre des de la 
seva maduresa les fulles són sempre una font de nutrients per remobilitzar, els 
pètals canvien d’embornal a font de remobilització de nutrients (Rogers, 2013). Tot 
i això, durant el desenvolupament de la flor les gemmes florals de Lilium són 
verdes i fotosintètiques, i és amb la maduresa i obertura de la flor que es decoloren 
completament. La contribució d’aquesta activitat fotosintètica a la fisiologia de la 
flor i el desenvolupament dels trets comercials no està resolta (Thomas et al., 
2003). 
El patró de senescència i la longevitat són específics de cada òrgan floral i 
estan estrictament lligats a la seva funció biològica. En el cas dels pètals/tèpals la 
seva senescència i abscisió estan estrictament lligades al desenvolupament dels 
òrgans florals i la pol·linització (Stead & van Doorn, 1994; van Doorn & 
Woltering, 2008). A més, s’ha que considerar que encara que la turgència i 
l’aspecte extern es mantenen molt temps després de l’inici de la mort cel·lular 
programada, bona part de les seves cèl·lules ja han completat la senescència i 
entrat en mort cel·lular programada tot i mantenir un bon aspecte extern (van 
Doorn & Woltering, 2008). 
A la majoria de flors, la senescència floral és desencadenada per l’increment de 
la producció d’etilè, associat a un augment de la sensibilitat a aquest (van Doorn & 
Woltering, 2008). En canvi, moltes monocotiledònies—incloent algunes de gran 
interès comercial: Lilium spp, Iris spp, Narcissus spp, Tulipa spp—són insensibles 
a l’etilè (van Doorn, 2001; Rogers, 2013). En aquestes últimes, els factors 
hormonals involucrats en l’inici de la senescència i la regulació de la seva 
progressió encara no han estat resolts. Tot i així, en el cas de Lilium, una recent 
revisió (van Doorn & Han, 2011) acumula evidències dels factors que afecten a la 
qualitat post-collita, destacant el paper rellevant de la regulació hormonal i redox 
en la qualitat i longevitat de la flor. Tractaments amb gibberel·lines i citocinines es 
troben associats a una major duració de la flor tallada (van Doorn & Han, 2011), 
complementant les diferències amb els nivells naturals a la flor sense tallar (Arrom 
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& Munné-Bosch, 2012). Durant el transcurs de la senescència d’aquesta flor 
insensible a l’etilè hi ha un augment en els nivells d’ABA (Arrom & Munné-
Bosch, 2012). El tractament de vares florals de Lilium amb ABA i/o pirabactina no 
presenta efectes sobre la longevitat floral, només al ser combinat amb l’inhibidor 
de la senescència Promalin es presentava una reducció de la longevitat (Arrom & 
Munné-Bosch, 2012). En altres espècies, l’ABA pot presentar efectes 
contradictoris (Rogers, 2013). Recents publicacions identifiquen llacunes en la 
comprensió d’aquests reguladors de la senescència, senyalant com l’acumulació 
d’observacions empíriques va acompanyada d’una falta d’explicació dels 
mecanismes subjacents per la manca de bons models d’estudi (van Doorn & Han, 
2011; Rogers, 2013; Rogers & Munné-Bosch, 2016). 
A quasi totes les espècies estudiades amb la progressió de la senescència hi ha 
canvis en les concentracions de ROS i en els nivells de mecanismes antioxidants 
enzimàtics i no enzimàtics (Rogers, 2013). El paper de les ROS en la regulació de 
la senescència floral és discutit. En altres teixits, un balanç redox més oxidat actua 
com un senyal d’inducció de respostes de defensa a estressos abiòtics i biòtics 
(Bartoli et al., 2013; Braun et al., 2013; Munné-Bosch et al., 2013), però també de 
regulació de la senescència foliar (Zimmermann & Zentgraf, 2005). A la 
senescència floral s’identifiquen 2 pics en els nivells de ROS: un primer associat a 
l’obertura de la flor i un segon associat als signes de senescència. Aquests són 
acompanyats per una disminució dels mecanismes antioxidants (Rogers, 2012). Els 
hidroperòxids generats enzimàticament o no enzimàticament també podrien tenir 
un paper en els darrers estadis de senescència (Rogers, 2012). El paper d’aquests 
canvis com a senyal és discutit pel seu patró temporal respecte als canvis 
fisiològics observats durant la senescència i la mort cel·lular programada associada 
a aquesta. Rogers (2012) senyala el canvi de l’estat d’oxidació de l’ascorbat 
(vitamina C) com a candidat a senyal primària reguladora de la senescència. 
L’augment dels nivells de melatonina en planta sencera—mitjançant 
aplicacions exògenes o sobreexpressió de gens involucrats en la seva síntesi—
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normalment retarda la floració tant en plantes de dia curt com de dia llarg, afectant 
la regulació de la inducció fotoperiòdica de la floració (KoláĜ et al., 2003; Byeon et 
al., 2014). Un cop formada la gemma floral, existeix evidència de què una certa 
acumulació de MT és regulada transcripcionalment durant el desenvolupament de 
la flor en panícules senceres d’arròs (Park et al., 2013). Així, ha estat descrita una 
acumulació de MT i dels seus precursors a la panícula sencera degut a canvis en 
l’expressió de gens involucrats en la síntesi de MT entre tres estadis: una setmana 
abans de la floració, durant la floració i una setmana despres d’aquesta. En canvi, 
flors senceres de Datura metel presenten una ràpida disminució del contingut de 
MT i serotonina durant el seu desenvolupament (Murch et al., 2009). Al considerar 
la flor sencera i presentar uns pètals que representen una part molt reduïda de la 
massa total de la flor, canvis importants del contingut de MT en altres òrgans 
florals poden ser determinants pels nivells de MT en flors senceres recollits per la 
literatura. Per exemple, s’han observat canvis dinàmics dels nivells de MT a l’ovari 
durant diferents fases de la microesporogènesi a Hypericum perforatum (Murch & 
Saxena, 2002). La literatura que relaciona MT i el desenvolupament de flors és 
limitada, i en cap cas analitza el seu possible paper a la senescència floral a la 
planta o post-collita. Més enllà dels canvis que tenen lloc durant la 
microesporogènesi als ovaris, les diferents funcions que pot assumir la MT als 
diversos òrgans florals durant el desenvolupament i senescència floral són 
desconegudes. 
Amb aquest l’objectiu d’estudiar el paper de la melatonina en la regulació de la 
senescència floral post-collita, es va comparar la regulació de la senescència floral 
en dos cultivars de la mateixa espècie amb diferents—encara que comparables—
patrons de senescència de tèpals: Lilium longiflorum cv. ‘White Heaven’, on els 
tèpals s’escindeixen després de deshidratar-se; i Lilium L.A. cv. ’Courier’ (híbrid 
de L. longiflorum × Asiàtic), en la que aquests s’escindeixen turgents i amb 
limitats signes visuals de senescència. Aquestes diferències permetrien evidenciar 
com diferents patrons de senescència presenten diferents respostes a nivell 
hormonal, redox i transcripcional en resposta a la MT. Revelant possibles 
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mecanismes moleculars subjacents sense necessitat de generar mutants i/o 
transgènics que presentessin guany o pèrdua de funció. 
La caracterització del paper de la melatonina en la regulació de la senescència 
floral post-collita de Lilium per mitjà de la regulació hormonal.  Aquest estudi es 
portà a terme en col·laboració amb la Dra. Hilary J Rogers durant una estada de 6 
mesos a la School of BioSciences de la Cardiff University (Regne Unit). També 
s’estudià la regulació transcripcional del metabolisme de la melatonina i la possible 
aplicació biotecnològica de la melatonina en la millora de la longevitat i 
característiques comercials de la flor tallada. 
2. Objectius
Els objectius d’aquest estudi són:
• L’estudi del paper de la melatonina en la regulació de la senescència
floral post-collita de Lilium per mitjà de la regulació hormonal i redox.
Ús de dues varietats filogenèticament properes que presenten diferents
patrons de senescència.
• Analitzar la regulació transcripcional del metabolisme de la melatonina
durant la senescència floral post-collita.
• Explorar el doble paper regulador i antioxidant de la melatonina
• Analitzar el paper d’aplicacions exògenes de melatonina en la millora
del valor comercial de la post-collita de flors insensibles a l’etilè
3. Material i mètodes
3.1. Material vegetal i tractaments
Tres bulbs del calibre 18 (Deleeuw Flowerbulb Group b.v., Holanda) es varen
plantar en testos de 6L en hivernacle (LA Courier sembrat a novembre del 2015, L. 
longiflorum ‘White heaven’ a desembre del 2015). Al gener van ser introduïts a un 
hivernacle calefactat amb llum suplementària i condicions de temperatura i humitat 
semicontrolades. 3-5 setmanes després les gemmes florals assoliren l’estadi Closed 
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Bud (CB, gemmes madures, inflades, decolorades i amb els òrgans reproductius 
madurs; veure Fig. 1). En aquest estadi, les flors van ser tallades (flors individuals 
amb un peduncle de 12-15 cm) i transferides immediatament a la cambra de 
creixement (16:8 llum:foscor, 20-22ºC, 40-60% humitat relativa, 50-60 μmol m-2s-1 
PAR) on eren transferides a petites ampolles de vidre contenint 0, 5, 50 o 500 μM 
MT 0.5% (v/v) etanol. Estocs frescos de MT concentrada en etanol eren generats 
cada setmana i mantinguts a -20ºC. La solució del vas era renovada cada 2 dies i 
estava protegida dels raigs ultraviolats pel vidre, limitant la degradació per la llum. 
Es monitoritzaren els canvis en la concentració de MT a la solució del vas per 
espectrofotometria UV (màxims a 230 i 280 nm) i fluorimetria (Ex: 280 nm, Em: 
340 nm), sense presentar canvis significatius en els 2 primers dies sota les 
condicions de les cambres de cultiu. 
En un primer experiment, es va avaluar l’efecte d’un rang de concentracions de 
melatonina (0, 5, 50, 500 μM MT) a la solució del vas de la flor tallada, des del tall 
de les gemmes florals madures de la planta (estadi CB) fins a l’abscisió. 
Diàriament s’avaluà la progressió pels diferents estadis de senescència i el pes 
fresc de la flor. En un segon experiment, es compararen l’efecte d’un tractament 
control (tractament 0) amb diferents pautes de tractament a la solució de 
manteniment amb 500 μM MT: aplicant la melatonina des de CB fins a l’abscisió 
(_CB), exposant les flors a un pols de només 24h a l’estadi CB (24h), aplicant la 
melatonina només des de l’obertura completa de la flor (FB) fins a l’abscisió 
(_FB). 
Diàriament s’enregistrà el pes de la flor sencera per avaluar la pèrdua de 
turgència i l’estadi en el qual es trobava cada flor. Aquests estadis han estat definits 
prèviament en les dues varietats estudiades, proporcionant una sèrie de senescència 
comparable entre les dues varietats, tot i les diferències en la duració i la progressió 
de la senescència (Lombardi et al., 2015). D’aquesta manera, es van definir: 
Closed Bud (CB), gemmes florals madures amb els òrgans reproductius 
completament desenvolupats i madurs i la gemma presentant un aspecte exterior 
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decolorat i completament inflat; Full Bloom (FB), obertura completa de la flor; 
Anthesis (Ant), antesis, dehiscència del pol·len; Early Senescence (ES), primers 
signes de senescència, lleuger cargolament del marge, pèrdua de turgència i 
lleugera transparència dels tèpals externs; Late Senescence (LS), els signes 
observats a ES es troben estesos, amb una pèrdua de turgència generalitzada i un 
lleuger augment de la translucidesa dels tèpals; i Abscission (Abs), abscisió 
completa dels tèpals externs (Fig. 1). 
Per les anàlisis bioquímiques i moleculars, el conjunt de 3 tèpals externs d’una 
flor constituïen una mostra biològica. 5 rèpliques de cada estadi i tractament (0 i 
500 µM MT) van ser immediatament congelades en nitrogen líquid i conservades a 
-80ºC. La melatonina s’adquirí de Sigma-Aldrich (Gillingham, UK) amb la major 
puresa disponible (>98%). A menys que s’expliciti, tots els reactius químics van 
ser adquirits a Sigma-Aldrich (UK) i eren de grau HPLC o superior.
3.2. Extracció de RNA i quantificació de l’expressió gènica 
S’extragué i purificà RNA total amb el reactiu TRI Reagent (Sigma-Aldrich) 
seguint el protocol del fabricant, amb modificacions. S’afegí 20 µl 0.5 M CaCl2 per 
precipitar pectines (Dal Cin et al., 2005), una tercera separació de fases amb 
cloroform i un tercer rentat amb etanol 75%. La qualitat del RNA obtingut es 
Fig. 1 Imatge composta amb la successió d’estadis de senescència de Lilium LA Courier i L. 
longiflorum cv. ‘White heaven’ (veure text per la seva descripció; extret de Lombardi et al., 2015). CB, 
Closed bud; FB, Full bloom; ES, Early Senescence; FS, Full Senescence. 
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valorà espectofotomètricament (relació 260/280nm i 260/230 nm) i per 
electroforesi en gel. Les mostres de prou qualitat s’incubaren amb DNasa RQ1 
(Promega; Southampton, UK) i se sintetitzà cDNA amb M-MLV RNase H- 
Reverse Transcriptase (Promega) seguint les instruccions del fabricant. Després de 
comprovar l’especificitat i eficiència dels primers (Taula 1) dissenyats per PUV, 
SNAT (serotonina N-acetiltransferasa), COMT (àcid cafèic O-metiltransferasa) i 
M2H (melatonina 2-hidroxilasa) a partir de regions conservades a les seqüències 
del transcriptoma de Lilium longiflorum (Lombardi et al., 2015), es quantificà 
l’expressió gènica d’aquests emprant el mètode de la quantificació relativa 
(Schmittgen & Livak, 2008) fent servir com a referència els primers PUV 
dissenyats a partir de regions de RNA ribosomal conservades (Dempster et al., 
1999) i el fluorocrom SyGreen (2x qPCRBIO SyGreen Lo-ROX, PCRBiosystems; 
Londres, UK). Es van emprar les següents condicions al termociclador  MxPro-
Mx3000P (Agilent Technologies; Santa Clara, CA, USA): 5 minuts 95ºC; 40 
cicles: 95ºC 30 segons, 55ºC 30 segons, 72ºC 30 segons; 1,5 minuts 60ºC; corba de 
dissociació.  










3.3. Anàlisi estadística 
Anàlisi de la variància ANOVA va ser emprat per determinar diferències 
estadístiques entre tractaments, estadis i/o varietats (si era el cas), amb el posthoc 
Tukey-b. Les diferències es van considerar significatives amb un nivell de 
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probabilitat de P  0.05. Totes les anàlisis es van portar a terme amb el programari 
SPSS (Release Version 20; IBM, USA). 
4.Resultats
4.1. Efecte de diferents concentracions de melatonina (Experiment I) 
El tractament amb diferents concentracions de melatonina a solució del vas des 
del tall de la flor fins a la seva abscisió tingué efectes sobre la duració i la 
successió d’estadis del desenvolupament de la flor. 
A L.A. Courier, el tractament amb diferents concentracions de melatonina (5, 
50, 500 μM MT des de CB fins a l’abscisió) afecta el nombre de dies 
transcorreguts entre els estadis observats. Hi ha un augment significatiu del 
nombre de dies transcorreguts entre l’obertura de la flor i l’abscisió (FB i 
l’abscisió), però només en les flors tractades amb 500 μM MT, de 5.3 a 6.1 dies 
(+15%; Fig 2). No s’observaren efectes en el %FW (percentatge de pes fresc) de la 
flor sencera en el dia en que entra en cada estadi, ni relatiu al pes fresc màxim que 
presentà cada flor, ni relatiu al pes fresc que presentava la mateixa gemma al 
principi de l’experiment. 
Fig. 2 Dies transcorreguts entre l'obertura completa de la flor (FB) i l'abscisió en flors de Lilium 




En canvi, l'abscisió es retardà significativament a L. longiflorum, amb 
diferències entre el tractament amb 0, 50 i 500 μM. Mentre transcorreren 9.4 dies 
fins a l'abscisió en el tractament control (0 μM), van ser 10.8 dies amb 50 μM i 
12.4 dies en flores exposades a 500 μM MT (Fig. 3). Aquestes diferències en 
longevitat són acumulades a través dels estadis, amb diferències significatives des 
de ES. Entre FB i LS—que pot ser considerada la longevitat comercial de la flor 
d'ençà que s'obre fins a la que la senescència es troba visualment estesa— 
transcorrien 5.3 dies enel control, 5.9 dies a 50 μM i 6.1 dies a 500 μM; mentre en 
els estadis finals de la senescència entre LS i l’abscisió transcorrien 1.4 dies al 
control, fins a 2.2 dies a 50 μM i 3.8 dies a 500 μM (Fig. 3). A més, el tractament 
amb MT allarga el període transcuregut entre FB i l’abscisió, i entre ES i l’abscisió 
(Fig. 3). Comparant únicament el tractament control amb flors tractades amb 500 
Fig. 3 Dies transcorreguts entre diferents estadis: l’obertura completa de la flor (FB, Full Bloom), 
primers signes de senescència (ES, Early Senescence), senescència avançada (LS, Late Senescence) i 
l’abscissió (Abs) en flors de Lilium longiflorum cv ‘White heaven’ tractades amb diferents concentracions 

























μM MT: (i) d'ençà que són tallades fins que la flor s'obre (FB) no hi ha efectes 
apreciables (2.6 contra 2.7 dies), (ii) hi ha un increment de +0.8 dies entre que la 
flor s'obre (FB) i aquesta presenta signes visuals estesos (Late Senescense) 
(+15%); (iii) i +2.4 dies entre LS i l'abscisió (l’abscisió) (+171%). A més, el pes de 
la flor sencera a l’arribar a la abscisió (normalitzat pel pes fresc al principi de 
l’experiment) disminuí en les flors tractades amb 500 μM MT (–20%, Fig. 4).  
Aquestes diferències de pes fresc i duració dels estadis durant el transcurs de la 
senescència es veuen reflectits en canvis visuals en la turgència i l’aspecte de la 
flor sencera, però especialment la progressiva translucidesa i cargolament dels 
extrems del tèpal, però també en l’aspecte de la zona basal. Aquests canvis de 
turgència i en el temps d’abscisió es veuen especialment reflectits en l’aspecte de 
la zona d’abscisió (Fig. 5 i 6).  
Efecte de diferents patrons de tractament (Experiment II) 
Es comparà els efectes d'un tractament control ("0") i d'una sèrie de patrons 
d'aplicació de 500 μM MT: durant tot l'experiment (des de CB fins a l'abscisió; 
_CB), un puls de 500 μM MT durant les primeres 24h per a seguir fins a l'abscisió 
en la solució control (_24h), i mantenint la flor tallada en solució control fins al 
FB, per exposar la flor a 500 μM MT fins a l'abscisió. Renovant la solució de 
manteniment cada 2 dies. 
μM MT
















Fig. 4 Percentatge de pes fresc en el moment de l’abscisió, relatiu al pes fresc de la gemma floral 
sencera al principi de l’experiment en flors de Lilium longiflorum cv ‘White heaven’ tractades amb 
diferents concentracions de melatonina (MT). xࡃ ±SE, n = 12. ANOVA, Tukey-b posthoc. 
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A L.A. Courier, hi ha un efecte significatiu del tractament amb MT en els 
dies des de CB fins a l'abscisió, de 7.2 dies al control a 8.3 dies en flors tractades 
amb 500 µM des de CB (+15%), però no hi ha un efecte significatiu en els altres 
Fig. 5. Detalls de la part basal i la zona d’abscisió de flors tallades de Lilium longiflorum al cap de 10
dies des de la recol·lecció, tractades des del primer dia amb 500 µM MT (A, B a dalt) o amb solució del vas
control (C, B a baix).
Fig. 6 (superior) Flors tallades de Lilium longiflorum al cap de 10 dies des de la recol·lecció, tractades
des del primer dia amb 500 µM MT (esquerra) o amb solució del vas control (dreta). (inferior) dos detalls de




tractaments (Fig. 7). També entre FB i l’abscisió, i entre LS i l’abscisió (1.2 a 2 
dies). Considerant els dies transcorreguts entre l'abscisió i l'antesi (Abs-Ant) tots 
els tractaments que exposen la flor a MT (_CB, _24h, _FB), encara que sigui 
només per un reduït període, passen més temps entre aquests estadis que el 
control (Fig. 7). A més, el %FW és significativament inferior a LS 
solament en el tractament _24h (Fig. 7). En canvi, a l'arribar a l'abscisió el pes 
fresc de totes les flors tractades amb MT és inferior al de les no exposades: 
78 %FW al control mentre els diferents tractaments presenten 61-64 %FW 
(relatiu al pes fresc del CB, al principi de l'experiment). 
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Fig. 6 Dies transcorreguts entre el principi de diferents estadis de senescència (A,B) i percentatge de pes 
fresc al principi de cada estadi (respecte el pes fresc de la gemma floral a l’estadi CB (C,D) en flors de Lilium 
L.A. Courier amb diferents tractaments de melatonina (0, control; _CB, 500 μM MT des del tall; _24h, pols 
de 24h de 500 μM MT des del tall; _FB, 500 μM MT a la solució del vas des de l’obertura completa de la 





4.2. Efecte de diferents concentracions de melatonina en la regulació 
transcripcional del metabolisme de la melatonina (Experiment I) 
El transcriptoma d’un pool de tèpals de Lilium longiflorum cv ‘White Heaven’ 
en diferents estadis de senescència (FB i ES) va ser seqüenciat (SRA Experiment: 
SRX690392; Lombardi et al., (2015)) i ensamblat en una sèrie de contigs 
representant una sèrie de putatives seqüències de nucleotids completes o fragments 
d’aquestes. Alineant aquestes seqüències de Lilium amb les seqüències del gens 
identificats a arròs i Arabidopsis s’identificaren les zones conservades però què 
tampoc no es mostraven repetides en el transcriptoma de referència ni en el de 
plantes model (PrimerBlast). 
S’identificaren els gens que codifiquen els enzims involucrats en la síntesi i 
degradació de la melatonina. S’identificaren aquests després d’una exhaustiva 
cerca bibliogràfica (Scopus, AMENDA, revisions recents) i de bases de dades de 
seqüències de nucleòtids i proteïnes generalistes (Uniprot, ncbi, PlantCyc) i 
específiques (tair, RAP-DB) (1 de febrer de 2016). L’activitat d’aquests gens a 
plantes només ha estat confirmada i caracteritzada inequívocament per mètodes 
bioquímics (expressió heteròloga de gens putatius i assajos enzimàtics per 
confirmar la seva activitat i especificitat) en arròs (Oryza sativa) i només en alguns 
d’aquests gens també a Arabidopsis thaliana (Kang et al., 2007; Fujiwara et al., 
2010; Kang et al., 2011; Kang et al., 2013; Byeon & Back, 2015; Byeon et al., 
2015). Es tingueren en compte l’especificitat i funcionalitat dels contigs de Lilium 
candidats, identificant dominis conservats i les regions associades a l’especificitat 
de les reaccions catalitzades mitjançant cerques a la base de dades de dominis 
conservats del NCBI (CCD, Conserved Domain Database (Marchler-Bauer et al., 
2009)) i consultant revisions sobre les diferents famílies de gens a les quals 
pertanyen. D’aquesta manera s’identificaren amb un cert grau de certesa homòlegs 
dels gens identificats en Arabidopsis i arròs en el transcriptoma de Lilium. Cerques 
invertides dels contigs candidats sobre les bases de dades permetien eliminar falsos 
positius. Així s’identificaren i es quantificà l’expressió relativa de SNAT, COMT i 
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M2H. SNAT, serotonina N-acetiltransferasa catalitza el pas de serotonina a N-
acetilserotonina (Kang et al., 2011), la qual forma el primer pas exclusiu de la 
síntesi de melatonina (veure Introducció). Existeix evidència de que constitueix un 
pas limitant en la transformació de serotonina en melatonina (Hardeland, 2015). 
COMT, àcid cafèic O-metiltransferasa, és un gen multifuncional amb diferents 
fenilpropanoïdes com a substrat capaç de catalitzar el pas de N-acetilserotonina a 
melatonina (Byeon et al., 2015). Finalment, M2H (melatonina 2-hidroxilasa) és 
membre de la família de dioxigenases depenent de 2-oxoglutarat de la que almenys 
4 homòlegs en arròs tenen aquesta activitat degradadora de melatonina (Byeon & 
Back, 2015). S’identificà un homòleg a Os2ODD33 a Lilium. 
Un cop identificats els homòlegs al transcriptoma de Lilium i comprovada 
l’especificitat i rendiment dels primers dissenyats es quantificà l’expressió gènica 
relativa emprant els primers PUV com a referència. S’avaluaren els canvis en la 
regulació transcripcional del metabolisme i catabolisme de flors tallades sense 
tractament amb melatonina (tractament control de l’experiment I) per ambdues 
varietats i el quatre estadis de senescència estudiats (Fig 8). En termes relatius, els 
gens de la sintesi i degradació de melatonina analitzats eren quantitativament més 
expressats a la varietat L. longiflorum, possiblement degut a la poliploidia de 
l’hibrid L.A. Courier. Tot i que els primers es disenyaren per amplificar regions 
conservades, la principal referència va ser el transcriptoma de L longiflorum i no es 
pot descartar l’expressió d’altres homolegs no amplificats. Tot i això, les dues 
varietats presenten patrons diferents. A L.A. Courier hi ha una regulació 
transcripcional a la baixa del metabolisme de la MT amb l’obertura de la flor (FB), 
seguida d’una regualció a l’alta que s’incrementa fins a l’estadi LS. Els canvis a 
L.longiflorum són més marcats i segueixen un altre patró, amb un màxim amb els
primers signes de senescència a ES, per disminuir dramaticament a LS. L’objectiu
és complementar aquestes mesures amb l’estudi de canvs en el perfil hormonal,
incloent metabolits de la melatonina. Així, canvis en els continguts es podran
associar a canvis en l’expressió de gens que codifiquen enzims responsables de la
interconversió entre els diferents precursors i catabzlits de melatonina.
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Fig. 8. Canvis en els nivells d’expressió gènica de gens involucrats en la síntesi i degradació de 
melatonina. S’hi mostren 2 varietats (LA, L.A. Courier; LL, L. longiflorum cv ‘White heaven’), els 
diferents estadis estudiats (CB, Closed Bud; FB, Full Bloom; ES, Early Senescence; LS, Late 
Senescence) i els gens dels quals s’en quantificà l’expressió (SNAT, serotonina N-acetiltransferasa; 
COMT, àcid cafèic O-metiltransferasa; M2H, melatonina 2-hidroxilasa). Promig de 2 rèpliques 
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